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Zur Kenntnis der durch das Thymusdriisenhormon 
erzeugten Oxydationslage. 
Von 
Else-Marie Schulte. 
(Aus den seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an der 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1941.) 


Die Kenntnisse tiber die Thymusdriise waren bisher, verglichen mit 
denen tiber andere innere Organe, nur gering. In den Lehrbiichern der 
Physiologie ist wenig iiber die Funktion der Thymusdriise zu finden. 
Allgemein bekannt ist die Ansicht, daB die Thymusdriise wichtige 
Funktionen in der Wachstumsperiode des Menschen zu verrichten hat. 
Zu dieser Annahme gibt die Tatsache Veranlassung, daB die Thymus- 
driise in der Fétalperiode relativ groB ist, in den ersten Lebensjahren 
noch wachst, bis ungefaihr zum 10. Lebensjahr stationar bleibt und dann 
ganz allmahlich sich zuriickbildet und spater in den thymischen Fett- 
kérper entartet. Im Zusammenhang mit dieser Funktion ist die Thymus- 
driise als Organ mit innerer Sekretion angesehen worden. Exakte 
Beweise fiir diese Annahme lagen bisher kaum vor. Abgesehen von dem 
eben Gesagten ist der Thymusdriise von jeher gréftes Interesse ent- 


gegengebracht worden im Zusammenhang mit dem sogenannten Status 
thymicolymphaticus und dem dadurch herbeigefiihrten Thymustod. 


Schon 1889 beschrieb Paltauff (1) in einer Abhandlung iiber die Be- 
ziehungen der Thymusdriise zum plétzlichen Tod den Status thymico- 
lymphaticus. Dieser besteht aus einer Thymushyperplasie mit einer Wuche- 
rung des gesamten lymphatischen Gewebes des K6érpers, besonders der 
Tonsillen, Zungenfollikel, Solitarfollikel und Peyerschen Plaques des Darmes. 
Dieser Status thymicolymphaticus ist als Ursache fiir den plétzlichen Tod 
von kleinen Kindern, aber auch von Erwachsenen vielfach herangezogen 
worden, vor allem, wenn sich sonst keine besondere Erkrankung oder andere 
Todesursache finden lie}. Gegen den MiSbrauch dieser Diagnose ist oft 
Stellung genommen worden. Besonders die von dem bekannten Thymus- 
forscher Hammar (2) ausgefiihrten sehr umfassenden und genauen Messungen 
und Wagungen der Thymusdriise schienen die Bedeutung der Thymusdriise 
in diesem Zusammenhange sehr zu mindern. Denn es hat sich gezeigt, dai 
Messung und Wagung und die Trennung der Driise in parenchymatésen 
Teil und Fetteil sehr schwankend und dadurch die Ansichten iiber eine 
Hyperplasie der Driise einen sehr subjektiven Einscblag haben. Hinzu 
kommt, dai bei den vermeintlichen Thymustodesfallen doch irgendwelche, 
wenn auch nur geringfiigige andersartige Erkrankungen oft genug gefunden 
wurden. Vor allem bezieht sich das auf plétzliche Todesfalle bei Sauglingen, 
bei denen haufig geringe Bronchialkatarrhe coder Darmkatarrhe zu finden 
sind, die als Todesursache angesehen werden konnten. AuBerdem war beim 
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Kind eine etwaige Trennung der physiologischen Wachstumsvergré{ier ny 
von einer krankhaften WachstumsvergréBerung der Thymusdriise ; 
moéglich. Trotz dieser Sachlage, die gegen den Status thymicolymphat ici. 
und den plétzlichen Thymustod spricht, ist der Zweifel nie ganz beseitiy 
worden, ob nicht doch ein Zusammenhang zwischen dem in seiner Gesayy1 
heit so auffalligen Kérperzustand und den ungewohnlichen Vorkommnis-< 
besteht. Diese stark umstrittene Stellung der Thymusdriise hat nun dure! 
die neuen Arbeiten von Christian Bomskov (3) schnell und umfassend jhire 
Aufklarung gefunden. Durch seine Entdeckung des Thymusdriisenhormons. 
dem er den Namen Thymhormon gab, ist die Thymusforschung in eine nev 
Phase eingetreten. Aus Bomskovs austiihrlichen Arbeiten iiber dieses 
Gebiet sei folgendes hervorgehoben, da es einerseits zur Klarung des vorhe 
Gesagten beitragt, andererseits sich meine eigenen Versuche darauf aut 
bauen, 

Bomskov ging bei seinen Arbeiten von der Hypophyse aus, und zwai 
von den Hormonen des Hypophysenvorderlappens. Hypophysenvorder- 
lappen standen ihm in reichem MaBe durch den deutschen Walfang 211 
Verfiigung. Fiinf Hormone des Hypophysenvorderlappens sind bekannt 


1. Thyreotropes Hormon, das tiber die Schilddriise wirkt, 
2. Gonadotropes Hormon, das iiber die Keimdriise wirkt, 
3. Lactotropes Hormon, 
4. Wachstumshormon, 

5. Diabetogenes Hormon, | 


| von denen eine Wirkung iiber andere 


Driisen unbekannt ist. 


Es gelang nun Bomskov, die vier ersten Hormone weitgehend voneinande: 
zu isolieren und dadurch ihre Individualitat zu beweisen. Das Wachstums 
hormon konnte er jedoch nicht vom diabetogenen Hormon trennen und 
schloB8 daraus, daB die beiden letzteren identisch sind. Um die Wirkung des 
Wachstums- = diabetogenen Hormons des Hypophysenvorderlappens zu 
messen, hat Bomskov eine eigene Methode ausgebaut: Meerschweinchen 
erhalten eine einmalige Injektion dieses Hormons, die eine Senkung des 
Leberglykogens herbeifiihrt. Diejenige Dosis, die nach 6 Stunden eine 
Senkung des Leberglykogens auf 50°, der Norm herbeifiihrt, ist eine soge 
nannte Meerschweincheneinheit = Ms.-E. Sie ist in 10 mg seines Labora. 
toriumstandardpraiparates enthalten. Das diabetogene = Wachstums- 
hormon mute wahrscheinlich ebenso wie die iibrigen Hypophysenvorder- 
lappenhormone erst iiber eine andere Driise wirksam werden kénnen. Es 
lag nahe, diese Driise in der schon von jeher als Wachstumsdriise bezeichneten 
Thymusdriise zu suchen. Beweisend fiir die Richtigkeit dieser Annalhme ist 
die Tatsache, dai Tiere, bei denen durch Réntgenbestrahlung die Thymus- 
driise zerst6rt wurde, nicht mehr auf diabetogenes = Wachstumshormon 
des Hypophysenvorderlappens reagierten. Zuniachst hatte Bomskov versucht, 
operativ die Entfernung der Thymusdriise bei den Versuchstieren auszu- 
fiihren. Jedoch erwies sich, da die an sich schon sehr eingreifende Operation 
nicht zu einer restlosen Thymektomie fiihrte. Durch Réntgenstralilen 
erreichte er einen vélligen Schwund der Driise schon makroskopisch, Histo 
logisch konnte er auch eine weitgehende Zerstérung des Thymusgewebes 
aufzeigen. Das diabetogene = Wachstumshormon des Hypophysenvorde! 
lappens ist also zugleich das thymotrope Hormon. Dadurch ergab sich jetzt 
die Suche nach dem eigentlichen Thymusdriisenhormon. Er schlof nun 
daraus, da8 die Hypophysenhormone, soweit von ihnen bekannt war, «i! 
sie iiber eine andere innersekretorische Driise wirken, EiweiBkérper sind, 
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dai} dagegen die Hormone dieser von der Hypophyse beherrschten Driisen 
Sterine sind, wie z. B. das Follikelhormon, Testosteron, Corticosteron usw., 
daS auch das gesuchte Thymushormon im Thymusél vorkominen miiBte. 
Deshalb untersuchte Bomskov von vornherein die Fettfraktion der Thymus- 
driise, die bisher meist unbeachtet geblieben war, und fand auch darin das 
gesuchte Thymusdriisenhormon, das ein Lipoid ist. Als Einheit dieses 
Hormons definierte Bomskov diejenige Menge, die 36 Stunden nach Injektion 
desselben das Leberglykogen auf 50°, der Norm senkt. Das Standard- 
priparat, bei dem diese Wirkung auftritt, besteht aus 10 mg eines rohen 
Thymuséles aus Kalbsbries. Im Tierversuch erzeugt das Thymusdriisen- 
hormon ebenso wie das thymotrope Hormon des Hypophysenvorderlappens 
Leberglykogenverarmung, Hyperglykamie und bei hohen Dosen Glykosurie, 
weiter Lymphocytose und Keimdriisenhemmung. Im jugendlichen Tier 
hat Bomskov weitaus mehr Thymusdriisenhormon gefunden als bei er- 
wachsenen Tieren. Die friiheren Ansichten, daB die Thymusdriise eine 
Driise mit innerer Sekretion sei und da sie als Wachstumsdriise ihre 
Hauptfunktion im jugendlichen Alter habe, kénnen jetzt durch Bomskovs 
Entdeckungen als erwiesen angesehen werden. Das Bild des Status thymico- 
lymphaticus und des Thymustodes, der stets das Hauptinteresse an det 
Thymusdriise bei Klinikern und Pathologen darstellte, konnte ebenfalls 
durch Bomskov vollig geklart werden. Er hat damit die Ansicht von Paltauff 
um die Jahrhundertwende wieder zu Ansehen gebracht und die Zweifel, 
die seit Hammars Messungen und Wagungen der Thymusdriise entstanden 
waren, widerlegt. Nach Bomskov ist der Thymustod ein akuter Herztod, 
hervorgerufen durch Mangel an Herzmuskelglykogen. Kleine Dosen von 
Thymushormon fiihren im Tierversuch eine starke Senkung des Herzmuskel- 
glykogens herbei, die etwas spater auftritt als die des Leberglykogens. Die 
Labilitatsgrenze des Herzens gegeniiber der Chloroformnarkose, die eine der 
haufigsten Ursachen fiir den Thymustod ist, tritt bei einer Senkung des 
Herzmuskelglykogens um 50°, auf. Durch diese ungeheure Wirkung des 
Thymushormons auf den Herzmuskel erklart es sich auch, daB dieses Hormon 
im Gegensatz zu anderen Hormonen nicht frei im Blute kreist. Bomskov 
ist es nun auch gelungen, die Art des Thymusdriisenhormontransportes im 
Korper zu erkliren. Er bezeichnet seine Theorie dariiber als ,,Konserven- 
dosentheorie“. Danach werden die Lymphocyten von der Thymusdriise 
angesaugt, durchlaufen dann die Markkanalchen, bis sie ins Mark der 
Thymusdriise gelangen. Dort fiillen sie sich auf mit Thymusdriisenhormon, 
wandern dann in die Rinde der Thymusdriise, die danach als Stapelplatz 
bezeichnet werden kann, und verlassen diesen Ort erst bei Bedarf des Kérpers 
an Thymhormon, indem sie das Thymusdriisenhormon an der Bedarfsstelle 
des Kérpers abgeben. Bomskovs Versuche an jungen Schweinen haben tat- 
sichlich ergeben, daB das Thymusdriisenhormon nicht gelést im Plasma des 
Blutes vorkommt, sondern in einer Schicht der weiBen Blutkérperchen sich 
befindet. Das von mir hier einleitend gebrachte kurze Referat der Arbeiten 
Bomskovs geniigt zur allgemeinen Orientierung. 


Meine Versuche kniipfen an die Behauptung Bomskovs an, dab 
parenterale Zufuhr von Thymusdriisenhormon in geniigender Dosis 
Glykogenverarmung, Hyperglykiémie und Glykosurie bewirkt. Dabei 
ist nach Bomskov der Grundumsatz nicht erhéht und auch nicht er- 
niedrigt. Es soll aber, wie ich einer brieflichen Mitteilung von Herrn 
Dr. Bomskov entnehme, durch Vorbehandlung eines Tieres mit Thymus- 
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driisenhormon der den Gaswechsel steigernde EinfluB des Schilddriis:; 
hormons paralysiert werden kénnen. Der respiratorische Quotient. jst 
nach Bomskovs Mitteilung bei Thymushormonbehandlung erniedrici 
Unter den pathologischen Zustanden, die zur Givkosurie fiihren, kar 


man nun solehe von zweierle: Art unterscheiden. Bei dem einen wird 
einfach der Zucker mobilisiert und, soba!d ein gewisser Schwellenwert 
des Blutzuckers dabei iiberschritten ist, durch die Nieren mit dem Harn 
ausgeschieden. Bei dem anderen treten neben dem reduzierenden Har) 
zucker oder auch bei gelegentlichem Fehlen desselben unvollstandige 
Abbaupredukte des Zuckers, wie z. B. Milchséiure, neben anderen 
mangelhaft oxydierten Stoffwechselprodukten (Ketonkérper) und 
sonstige unbekannte Substanzen im Harn auf: Es wird tiberhaupt die 


dysoxydable Harnsubstanz, abgesehen vom Zucker, vermehrt. 


Ein Beispiel fiir die erstgenannte Stérungsform, bei der die Ausscheiduny 
reduzierenden Zuckers von keiner Vermehrung der nicht reduzierenden, 
dysoxydablen Harnsubstanz begleitet ist, gibt uns die Adrenalinglykosuri 
Beispiele fiir die zweite Form der St6érung haben wir am Diabetes melit 
und an der Phlorrhizinglykosurie. 

Bei der Adrenalinglykosurie ist nach Abzug des Harnzuckers 
dysoxydable Harnsubstanz nicht vermehrt; d. h, das Verhaltnis des Rest 
zum gesamten Stickstoff ist normal [H. Wada (4b)]. 

Beim Diabetes sind dagegen nach Abzug des Harnzuckers die Res: 
quotienten C:N und V.-O:N erhoht [Bickel und Kauffmann-Cosla (6), 
Wada (4a), Paolazzi (7), Dominguez (8)], baw. ist die dysoxydabli 
Harnsubstanz vermehrt [v. Alfthan (5)]. Bei der Phlorrhizinglykosurie ist 
die nimliche Stérung neben der Zuckerausscheidung durch den Harn voi 
handen, wenn auch nicht so ausgepragt wie beim Diabetes melitus, und s\ 
betrifft den Quotienten Rest-V.-O:N starker und regelmaBiger als den 
Quotienten Rest-C: N [Kanamori (9), Biittner (10), Peskin (11). 

Fir das Verstindnis der Einwirkung des Thymusdriisenhormons au! 
den Stoffwechsel war es nun von Wichtigkeit zu wissen, ob bei der hi 
auftretenden Glykosurie es sich lediglich um eine Ausschwemmung mobil: 
sierten Zuckers handelt oder ob zugleich auch Anzeichen fiir eine Oxydations- 
hemmung vorhanden sind, sei es am Zucker, worauf die Senkung dis 
respiratorischen (uotienten schon hinwies, sei es an anderem Materia! 
die Ausdruck der als aglykosurische dysoxydative Carbonurie von Bick! 
und Kauffmann-Cosla (6) bezeichneten pathologischen Stoffweehs:! 
lage sind. 

Der Klarung dieser Frage dienten die nachstehend geschilderten 
Versuche, die ich auf Veranlassung von Herrn Prof. A. Bickel austiilrte 
und fiir die Herr Dr. Bomskov eine, wenn auch kleine, so doch gerac 
geniigende Menge seines Thymusdriisenhormons freundlicherweise 71 
Verfiigung gestellt hatte. 


Y 


Das Thymusdriisenhormon wurde in Weizenkeimlings6!  geliet: 
Daneben erhielt ich eine entsprechende Menge von demjenigen Olvorrat, © 
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dem das Ol fiir die Aufnahme des Hormons genommen worden war, Es 
sollte namlich mit dem Ol allein ohne Hormonzusatz ein Parallelversuch 
durchgefiihrt werden, um eine eventuelle Olwirkung von der Hormon- 
wirkung trennen zu kénnen. 

Versuchstiere waren 30 weiBe mannliche Ratten von ungefahr gleichem 
Gewicht (155 bis 170g). In Gruppen von je 10 waren die Ratten in drei 
Stoffwechselkafigen untergebracht, so daB die Analysen im Sammelharn der 
Tiergruppen ausgefiihrt werden konnten. Die Nahrung der Ratten ergibt 
sich aus der Tabelle T. Fiir jeden Kafig, in dem sich 10 Ratten befanden, 
wurde die gleiche Nahrung zurechtgemacht und auch von den Tieren inner- 
halb 24 Stunden quantitativ verzehrt. Es wurde aus dem Casein, Zucker, 
der Starke, dem Salzgemisch und Wasser ein Brei gekocht, dem man nach 
der Abkiihlung Lebertran und Sanostol zusetzte, die alle Vitamine der 
Gruppen A, B, C und D enthalten. 


Tabelle I. 

log 

LO com 

l cem 
30 g¢ Zucker 
60 ¢ Kartoffelstarke 

2g Salzgemisch 
60 com Wasser 


etwa 476 Kal. 


Alle 30 Ratten wurden zunachst wahrend 7 Versuchstagen Pe- 
riode I mit dieser Nahrung allein gefiittert, um eine gleichmaSige Stoff- 
wechsellage bei ihnen zu erzielen. Die Harnmenge jedes Kafigs wurde 
aufgefangen und die Harnquotienten C: N und Vakat-O: N bestimmt. 
In der 24stiindigen Harnmenge wurde der Kohlenstoff nach Niclowx- 
Osuka (12), der Vakat-O nach der von H. Miiller-Kanitz (13) und der 
Stickstoff nach der Kjeldahlschen Halbmikromethode bestimmt. 
Ferner wurde der Harn taglich auf EiweiB und reduzierenden Zucker 
gepriift. Er war an allen Tagen eiweibfrei und in der ersten Periode auch 
stets zuckerfrei. In der zweiten Periode des Versuchs wurde den zehn 
Ratten der Gruppe I und den zehn Ratten der Gruppe II taglich je 
Ratte 0,1 cem des das Thymusdriisenhormon enthaltenden Oles unter 
sorgfiltiger Asepsis subcutan eingespritzt. Den zehn Ratten der 
Gruppe IIL wurde kein Thymusdriisenhormon, sondern lediglich zur 
Kontrolle je Ratte 0,1 com Weizenkeimlings6l taglich subcutan ein- 
gespritzt. Von jeder Gruppe wurde nach wie vor die 24stiindige Harn- 


menge zur Analyse aufgefangen. Es zeigte sich, daB bei den mit Thymus- 


driisenhormon gespritzten Ratten die Harnquotienten, und zwar ohne 
da reduzierender Zucker im Harn nachweisbar war, in die Héhe 
gingen. Die Erhéhung der Quotienten war schon am ersten Tage der 
Hormonbehandlung, dem 8. Versuchstage, vorhanden, ebenso am 
zweiten, dem 9. Versuchstage. Erst am dritten Tage der Hormon- 
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behandlung, am 10. Versuchstage, erschien reduzierender Zucker in 
Harn. Am 11. und 12. Versuchstage wurde die Hormoninjektion unter. 
brochen und schon am 12. Versuchstage war der Harn zuckerfrei. Am 
13. Versuchstage wurde mit den Hormoninjektionen unter Beibehalt ung 
der bisherigen Dosierung von 0,1 ccm pro Tier und Tag erneut begonnen 
Der Harn blieb auch an diesem Tage zuckerfrei, die Harnquotienten 
besonders der Kohlenstoffquotient C : N waren aber noch im Vergleich 
zu den Werten in der ersten Periode ohne Hormongabe erhéht. Am 
14. Versuchstage sanken trotz der weiteren Verabfolgung von 0,1 ccm 
Hormondl die Quotienten ganz oder annahernd auf die Werte der ersten 
Periode ohne Hormongabe und behielten diese niedrigen Werte noc! 
am 15. und 16. Versuchstage bei, obschon am 15. Versuchstage aberma|s 
0,1 cem Hormondél verabfolgt worden war. 


Das ist gewiB auffallend. Denn bei gleicher Hormondosierung wat 
anfanglich eine Quotientensteigerung zustandegekommen, bei ce: 
Wiederholung des Versuchs vom 13. auf den 14. Versuchstag eine Sen- 
kung der noch erhéhten Quotienten auf den Normalwert erfolgt und 
dieser Normalwert wurde trotz weiterer Hormongaben bei der gleichen 
wie 50°) erhéhten Dosierung beibehalten. Das ist kaum anders zu 
erklaren, als daB man vom 14. Versuchstage an das Vorhandensein de1 
kompensatorischen Einwirkung einer anderen innersekretorischer 
Driise annimmt, die die durch das Thymusdriisenhormon zunachis' 
erzeugte dysoxydative Stoffwechsellage korrigierte. Erst als am 17. Ver 
suchstage die Dosis Hormonél von 0,15 auf 0,2 cem pro Tier erhoht 
wurde, trat erneut die Stérung auf, aber es erschien jetzt gleich Zucker 
im Harn. Die hier vorgenommene Steigerung der Hormondosis war 
wahrscheinlich zu briisk und stark vorgenommen worden, als dab dic 
aglvkosurische Form der dysoxydativen Carbonurie hatte in Erscheinung 


treten kénnen, wie sie es zu Anfang der Hormongabe tat. 


Aus meinen Versuchen geht jedenfalls hervor, daB unter der Wirkuny 
des Thymusdriisenhormons neben der bekannten Zuckermohilisation ave) 
cine dysoxydative Stoffwechsellage erzeugt wird. Das steht im Einklany 
mit den Befunden am Lungengasstoffwechsel, die unter gewissen Vorans 
setzungen eine Bremsung des Luftsauerstoffverbrauches anzeigen, obschor 
im allgemeinen der Grundumsatz durch das Thymushormon nicht vv 
findert wird, und nach denen der respiratorische (Quotient erniedrigt i+! 
Ferner geben meine Versuche den Hinweis, dab im Laufe einer +) 
starkten Zufuhr von Thimushormon im Kérper Ein {lisse ausgelist werd: 
die die hemmende Thymushormonwirkung auf die Oxydationen bis 
einem gewissen Grade kompensieren kénnen. 


Die Ratten, die mit dem hormonfreien O] behandelt wurde: 
zeigten keinerlei Einwirkungen desselben an den Harnquotienten wid 
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Die bei den Gruppen I und II beobachteten dies- 
beziiglichen Wirkungen sind also spezifische Hormonwirkungen. 


Tabelle 


EE, 


Gruppe I. 





Korper- 
gewicht 


Li 
Lf 
15 
158 
15: 
1 


1 


g 


355 


54,0 


Harn- 
menge 


ecm 


320 
320 
300 
320 
300 
250 


290 


Periodendure hschnitts- 


werte 


Harno-C 
mg 


599 
547 
279 
490 
419 
428 
564 


475 


Harn- 
Vakat-O 


mg 


870 
814 
472 
781 
$72 
727 


1013 


736 


Harn-N 


mg 


453 
448 
252 
461 
386 
389 
520 


416 


C/N 


Soroor tw w& 
Ja 


Dime 


Se to bo 


— 


Vakat-O.N 


Vakat-0O C 





Hor- 
mon- 


él 


ccm 
0,1 


0.1 
0,1 


Korper- 


gewicht 
g 


154,0 
152.0 


Harn- 
menge 


cem 


140 
140 


Harn-C 


mg 


330 


675 


Harn 
Vakat- 
mg 


530 
984 


0 Harn-N 


mg 


245 
410 


1,35 
1.65 


Vakat-O 


2,16 
2,40 


Auftreten von Zucker im Harn 


0,1 
0,1 
0,1 
0,15 


9 


Tabelle IIIf. 


noch Zucker 
kein Zucker mehr 
719 352 1,53 
&25 392 1,25 
S84 424 1.14 
751 358 1,14 
Auftreten von Zucker 


534 
490 
482 
409 


Gruppe 


N Vakat-O'C 





Harn- 
menge 


K6rper- 
gewicht 


g ecm 


Harn-C 


Harn- ; 
Vakat-0 Harn-N 
mg 


mg mg 


Dom Woe 


170,2 
169,5 
169,5 
169,5 
169,5 
169,5 
168,5 


340 


330 
305 
280 
250 
300 
270 


Periodendurchschnitts- 


mittlere Gewicht eines Tieres jeder Gruppe an, die 
geben die Mengen im Harn aller Tiere einer Gruppe an. 


werte 


1101 
937 
683 
664 
808 

1028 

1177 


14 


514 
504 
427 
$19 
424 
5d50 
567 


186 


Vakat-O 


2,14 
1,86 
1,60 
1,58 
1,91 
1,87 
2,08 


1,88 


N Vakat-O ¢ 


1,67 
1,62 
1,37 
1,57 
1,88 
1.86 


1,90 


1.68 


1 In den Tabellen If bis IV zeigt die Zahl fiir das Kérpergewicht das 


Zahlen fiir ( 


'V.-O und N 
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Tabelle IIl. Gruppe II. (Fortsetzung.) 





Hor- Ver- 
mon- suchs- 
) tag 
ecm Nr. g eem mg mg mg 


K6érper-  Harn- _| Harn- : 
gewicht menge Harn-C | yakat-o Harn-N cn Vakat-O/N Vakat-0 


0,1 8 167,5 210 57 916 423 1,39 2,16 
0.1 4g 166,5 170 455 628 283 1,61 2,21 
0,1 Auftreten von Zucker im Harn 
11 noch Zucker 
12 kein Zucker mehr 
13 164,0 126 563 282? 1,51 2,00 
166.0 562 803 532 ~=—-1,06 1,51 
166.0 416 78% 383 1,09 2,06 
168,6 2? 378 635 348 1,09 1,83 
Auftreten von Zucker 


Tabelle IV. Gruppe 





Ver- 
suchs- 
tag 

Nr. g ecm mg mg mg 


Korper- Harn- Harn- : 
gewicht menge Harn- Vakat-Q Harn-N N Vakat-O/N Vakat-0 


158,2 280 192 873 419 
158,0 260 446 787 120 
158.5 305 529 907 174 
158.5 250 480 858 43] 
158,5 310 543 S80 473 
158,5 20 HRD 1050 493 
157,5 200 702 1272 630 


Q 


» Md . + 

eriodendurchse ts- » " an 

Periodendurchschnitts- | 540 047 477 
werte | 





Korper- Harn- , Harn- : 
gewicht menge Harn-C yakat-o Harn-N } Vakat-O/N Vakat-0 | 


Nr. gZ ecm mg mg mg 


8 156.0 110 404 713 371 1,09 2,08 
9 153,5 120 403 667 348 1,16 

10 152,0 120 374 739 370 1,01 

11 152,0 150 458 S04 411 1,11 

12 —~ 

13 148,0 120 403 603 368 1.10 

14 152,0 120 451 675 402 1,12 

15 155.0 130 395 732 399 0,99 

16 155,0 110 386 638 356 1,08 





Periodendurchschnitts- | 409 704 378 1,08 
werte | 


Vom 8. bis 16. Tage Olgabe in den gleichen Mengen, wie bei den anderen 
Versuchen die Hormondélgabe. 





Uber die durch Thymusdriisenhormon erzeugte Oxydationslage. 
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(‘ber die biochemischen Eigenschaften der aus Roh- 
milch geziichteten hiimolytischen Streptokokken. 
Von 
Johann Fonyé, Szeged. 


(Eingegangen am 6. Februar 1941.) 


Mit durch Rohmilch tibertragenen Scharlachepidemien und mit 
den hamolytischen Milchstreptokokken beschaftigten sich hauptsachlich 
die Amerikaner, da das Milch-Scharlachepidemie-Problem ein typisch 
amerikanisches ist. Hier in Europa wurden selten derartige Scharlach- 
epidemien beschrieben, und wenn solche Falle doch vorkamen 
konnte man bei griindlicher Untersuchung der hamolytischen Strepto- 
kokken in der Rohmilch nachweisen, daB die die Epidemie verur. 
sachenden Krankheitserreger stets menschlicher Herkunft waren 
Dagegen wurde schon oftmals von amerikanischen und englische: 
Forschern festgestellt, daB in den meisten Fallen der durch Milch tiber- 
tragenen Scharlachepidemien die Krankheitserreger von den Kiiher 
stammten. 

Wir sehen also, daB die Forscher, die sich bisher mit dieser Frage 
beschaftigt hatten, keine einheitlichen Ergebnisse bekommen haben 
Da auch bei uns diesbeziiglich noch keine Experimente angestellt 
worden sind, ziichteten wir hamolytische Streptokokken aus Rohmilch- 
proben und differenzierten die Stamme serologisch. Um diese Frage 
weiter zu studieren, haben wir in den folgenden Experimenten auch die 
biochemischen Eigenschaften der serologisch differenzierten Stamme 
untersucht. 

Herkun ft der Stimme. Wir arbeiteten mit 66 Stammen. 34 Stamme 
stammten aus 25 Rohmilchproben, die am Marktplatz von verschiedenen 
Milchhandlern gekauft wurden, und 32 Stamme wurden aus weiteren 
25 Rohmilchproben geziichtet, die aus 6 Milchhandlungen herritihrten 


Tsolieren der Stimme. Wir isolierten die Stamme auf’ Blutagar 


platten aus verschiedenen Verdiinnungen, aber wenn die Ziichtung so 


nicht gelang, so wurden in einem Reagensglase 10 cem frisch bereitete! 
steriler 1° iger Sodalésung mit 1 cem Mischmilch versetzt. Nachden 
auf diese Weise nach einer Bebriitung bei 37°C bis zum nachsten Tix 
mit Ausnahme der Streptokokken alle Bakterien getétet waren, zoe! 
wir wie aus den Bouillonkulturen Nachkulturen auf Blutagarplattes 
da die Streptokokken auf diesen Nahrbéden am besten wuchsen 
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Biochemische Eigenschaften hamolytischer Milchstreptokokken. 


Die zu den serologischen Untersuchungen notwendigen [Immun- 
seren wurden aus Kaninchen gewonnen und die Fallungsproben mittels 
nach A. T. Fuller mit Formamid  bereiteten Streptokokken-Poly- 
saccharidextrakten ausgefiihrt. 


Biochemische Untersuchungen. 


1. Fermentationsproben. 


Zu den Fermentationsproben benutzten wir Hiss-Serumwasser, das 
1°, Trehalose, Sorbit, Lactose oder Mannit enthielt. Die Eprouvetten 
wurden fiir 1 Woche bei 37°C bebriitet, das Wachstum jeden Tag kon- 
trolliert und die Resultate nach Ablauf der Woche abgelesen. 


2. Hydrolyse von Na-Hippuricum. 

Die Hydrolysenexperimente wurden nach Ayers und Rupp ausgefiihrt. 
Die Kulturen wuchsen 4 Tage lang in Bouillon, die 1°, Na-Hippuricum 
enthielt; dann gaben wir zu 1 cem der reinen oberen Schicht der Fliissigkeit 
0,3, 0,4 und 0,5 cem einer 12°,igen Ferrichloridlésung, die pro Liter mit 
25eem konz. HCI versetzt war, und schiittelten das Gemisch gleichzeitig 
gut durch. Bei positiver Reaktion war ein schwerer Ferri-Benzoatnieder- 
«hlag zu beobachten, der sich im UberschuB des Ferrichlorids nicht aut- 
lésen lieB. War die Probe negativ, so léste sich der entstandene Hippurat- 
Proteinniederschlag im Uberschu8 des Ferrichlorids und die Fliissigkeit 
wurde wieder klar und durchsichtig. 


3. Bestimmung des Endwertes der H-lonenkonzentration. 


Die Bestimmung des py-Endwertes geschah in Peptonwasser, das 1°, 
(ilucose enthielt. Nachdem wir die Nahr béden beimpft hatten, wurden die 
Kulturen fiir viermal 24 Stunden bei 37°C bebriitet. Wir bestimmten die 
H-lonenkonzentration in der oberen Schicht der Fliissigkeit, am vierten 
Tag der Bebriitung. 


4. Wachstum auf Gallen-Blutagar. 


40°, steriler Ochsengalle wurde zu geléstem Agar gegeben, die nunmelhr 
ige Fliissigkeit mit 10°, sterilem Pferdeblut versetzt und Platten ge- 
gossen. Die zu untersuchenden Stamme impften wir auf diese Platten und 
stellten das Wachstum nach 24 Stunden fest. 


5. Blutkérperchenlisungsprobe. 


Wir bereiteten eine 5°,ige Pferdeblutké1perchenlésung mit physiol. 
Kochsalzlésung, nahmen gleiche Mengen der Fliissigkeit und der 18 Stunden 
alten Bouillonkulturen und schiittelten das Gemisch gut durch. Wenn nach 
ener Bebriitung von 2 Stunden eine vollkommene Auflésung der Blut- 
korperchen zu sehen war, so betrachteten wir die Hamolvyse als 
positiv. 


Ergebnisse. 


Wir untersuchten zuerst die biochemischen Eigenschaften der 
34 Stimme, die aus den ersten 25 Marktmilchproben stammten. Die 
Angaben sind in Tabelle I zusammengestellt, 
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Tabelle I. 





Fermentati 
. proben 
Pu in 1° Wachstum 
auf 
Gallen- 
Blutagar 


Hydroyse 
des 
Na-Hipp. 


Zahl 
der Gruppe 
stamme 


Blutkérperchen- Glucose- 
lésung Pepton- 
Wasser 


Trehalose 


Sorbit 
Mannit 


Angaben iiber die weiteren 32 Stamme, die aus den Milchhandlunes 
proben geziichtet wurden, sind in Tabelle [IT zu sehen und alle Resultat: 
unserer Untersuchungen in der Tabelle IIL zusammengefaBt. Dies 
Tabelle gibt nicht nur iiber die biochemischen Eigenschaften der aus 
den Rohmilchproben geziichteten hamolytischen Streptokokken, sondern 
auch iiber ihre serologischen Eigenschaften AufschluB. Aus diese 





Tabelle ist zu sehen, dali wir mit 66 Stammen arbeiteten, die alle typ 


spezifische serologische Reaktionen gaben. Bei der Untersuchung der 


biochemischen Eigenschaften sahen wir keine solche Einheitlichkeit kok 
mehr. Gru 

Unsere biochemischen Experimente wurden nach den Angabe: 
von Lancefield und Hare ausgefiihrt, die das Lésen der Blutkérperchen ton 
Tabelle II. tlone 
der 





Fermentati . 
Pu in 1° Wact prober mels 
( . : Jachstum 
Blutk6rperchen- Glucose- airy ™ auf 
losung Pepton- Te Te Gallen- 
Wasser Na-Hipp. Blutagar 


Zahl 
der Gruppe 
Stimme 


zeigt 


wucl 


Trehalose 


Sorbit 
Lactose 


nahn 
und 

illen 
platt 
und | 
konze 


ind | 





Mannit 
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Tabelle IIL. 





Fermentations- 


as Sal 
Fallung mit Wachs- proben 


Hydro- 


typen- Pu in 1° 


spezifischen 


Seren Blutkérperchen- 


losung 


Glucose- 
Pepton- 
Wasser 


tum 
auf 
Gallen- 
Blut- 


lyse 
des 


Na- 
Hipp 


agar 


lrehalose 
Lactose 


Mannit 


,o—4,9 
4,6 
4.5 

5,0—5,4 
5,4 
5.0 


31.19 10! 6 


die H-Lonenendkonzentration, die Hydrolyse des Na-Hippuricums und 
die Beobachtung des Wachstums auf Gallenblutagarplatten beschrieben. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden aus 50 Rohmilchproben 66 hamolysierende Strepto- 
kokkenstamme geziichtet, von denen 31 Stamme zur Gruppe A, 19 zur 
Gruppe B, 10 zur Gruppe C und 6 Stamme zur Gruppe G gehdérten. 

2. Die Stamme zeigten alle typenspezifische serologische Reak- 
tionen; Ubergangsformen fanden wir nicht. 

3. Die meisten Stamme gaben auch typische biochemische Reak- 
tionen. Die Stamme der Gruppe A zeigten eine + positive Lésung 
der Blutkérperchen und hydrolysierten Na-Hippuricum nicht. Die 
neisten Stamme dieser Gruppe vergoren Trehalose ebenso wie Lactose, 
zeigten einen H-Ionenkonzentrationsendwert von px 4,9-—-5.4 und 
wuchsen auf Gallenblutagar nicht. 

Die Stamme der Gruppe B lésten die Blutkérperchen von — + bis 

+++ positiv, hydrolysierten aber Na-Hippuricum. Bei drei Aus- 
nahmen sahen wir einen H-lonenkonzentrationsendwert von pu 4,3—4,9 
und eine Fermentation von Trehalose und Lactose; wir konnten bei 
illen Stémmen ein Wachstum nach 24 Stunden auf Gallenblutagar- 
platten beobachten. 


Die Stamme der Gruppe C gaben eine positive Hamolyse 
und hydrolysierten Na-Hippuricum nicht. Wir fanden einen H-lonen- 
konzentrationsendwert von py 5,0—5.4 und Zerstérung von Trehalose 


ind Lactose; ein Wachstum auf Gallenblutagarplatten war nach einer 
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Bebriitung fiir 24 Stunden bei 37°C nicht zu beobachten. Alle Stamm, 
gaben typische Reaktionen. 

Die Stimme der Gruppe G gaben mit einer Ausnahme auch « 

positive Haimolyse. Der H-lonenkonzentrationsendwert \» 
yu 5,4: Hydrolyse des Na-Hippuricums war nicht zu sehen, aber wi) 
konnten ein Wachstum auf den Blutagarplatten nach 24 Stunden beo!, 
achten. Alle Stimme vergoren Trehalose und Lactose. 

4. Aus den Untersuchungen ist zu entnehmen, daB die serologische 
Differenzierung der hamolytischen Streptokokken der Rohmilch ein 
praktische Bedeutung hat, da wir mit Hilfe der Fallungsreaktionen (i 
Herkunft der Stéimme bestimmen kénnen: dagegen haben die biochem 
schen Experimente nur einen theoretischen Wert und kénnen nur nebe 
den serologischen Untersuchungen als Erganzungsproben — benutz! 
werden. 

Literatur. 
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Uber die chemische Zusammensetzung 
der menschlichen Bluteiwei®kérper. 
Ill. Mitteilung: 
Die Zusammensetzung des Globins normaler Personen und nicht 
fiebernder Kranker. 
Von 
Péter Balint und Marianne Balint. 


(Aus der medizinischen Klinik der Erzsébet-Universitat in Pées.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1941.) 


In zwei vorangehenden Mitteilungen (1) (2) haben wir Analysen- 
ergebnisse tiber die chemische Zusammensetzung menschlicher Plasma- 
eiweiBk6rper mitgeteilt. Das Blut stammte von normalen und von an 
nicht fieberhaften, chronischen Krankheiten leidenden Personen. 
junichst wollten wir den Aminosaurengehalt der Plasmaeiweifk6rper 
febernder, an akuten Infektionskrankheiten leidender Kranker unter- 
suchen. Eine zweite Gruppe von Kranken, iiber die spater berichtet 
werden soll, waren Patienten mit verschiedenen Anamien. 

Schenck (3) und spater Lang (4) teilten Analysenergebnisse itiber 
lie chemische Zusammensetzung des Globins normaler und anamischer 
Menschen mit und fanden, daB die verschiedenen normalen Menschen 


eine individuell verschiedene Globinzusammensetzung aufweisen und 
laB die Anamien in bezug auf die Zusammensetzung des Globins charak- 
teristische Merkmale zeigen. Dies gab uns den AnlaB, aus geeignetem 
Blut nicht blo®B die PlasmaeiweiBk6érper, sondern auch das Globin dar- 


ustellen und mit in Betracht zu ziehen. Sowohl anadmisches als auch 
infektidses Blut bzw. die BluteiweiBkérper werden noch weiter ge- 
ammelt und die Ergebnisse spater mitgeteilt. 

Aus Vergleichsgriinden schien es uns wiinschenswert, zunachst 
(lobine zu untersuchen, welche von derselben Kategorie von Kranken 
‘tammten, tiber deren PlasmaeiweiBkérper wir in den zwei voran- 
gehenden Mitteilungen in bezug auf den Aminosaurengehalt berichteten. 
In der vorliegenden Arbeit wurden also die Globine normaler Personen 
ind nicht fiebernder, nicht anamischer Kranker auf die ,, Indikator- 
aminoséuren** analysiert. 

Methodisches. 

Die Darstellung der Globinpriparate erfolgte nach der von Schenck (3) 
angegebenen Methode. Das mit salzsaurem Aceton gefallte Globin wurde 
durch einmalige Umfallung gereinigt und das so erhaltene weiBe Pulver 
m Trockenschrank bei 80—90°C ungefahr 24 Stunden lang getrocknet. 
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Die Praparate waren wie bei Lang (4) nahezu aschefrei, sie wurde: 
Chlorcaleitum-Exsikkator zur Gewichtskonstanz gebracht und dann in <j, 
Hydrolysierkolben eingewogen. Nach alkalischer Hydrolyse bestimmy 
wir den Tyrosin- und Tryptophangehalt nach Folin und Marenzi (5) in « 
Modifikation von P. Balint (6). Im salzsauren Hydrolysat wurden Cysti) 
(ebenfalls nach Folin und Marenzi in der Medifikation von P. Baliy: 
Histidin [Lang (7)| und Aiginin {Jorpes und Thoren (8)| bestimmt. 


Tabelle I. 





Tyrosin ‘Tryptophan Cystin Arginin Histidin 


°o ty) 
oO o 


Protokollnummer und Diagnose 


161. Hypertonia 2,6 0,90 1,25 1,41 

163. Neurasthenia 2,85 0,90 1.31 1,25 

164. Gastritis chr. 2,6 0,87 1,24 1,19 

165. Sine morbo 2504 0,98 1,31 1,41 

167. Ischias 27% 0,95 1,26 1,35 

168. Sine morbo 2: 0,96 1,16 1,48 

170. Gastritis chr. 2,92 0,83 1,19 1,41 

176. Gastritis chr. : 0,75 1,15 1,39 

177. Neurasthenia & 1,00 23 1,39 

181. Hypertonia 0,89 i 1,31 

186. Ischias 0,93 2 7,1! 

188. Hypertonia 0,87 E: vee sat 

158. Sine morbo 1,02 é E ” 

159. Tumor cerebri 1,18 4! 

160. Uleus ventriculi ... 2 0,99 2! y 61 sell 

162. Cirrhosis hepatis ... 0,93 2 3 IH. al 

166. Uraemia 0,91 y (04 ’ 

171. Status post colitidem 98 | 1,05 

172. Vitium cordis 0,92 i, nor 

175. Nephritis chr. ...... 2,8: 0,81 ‘ 

178. Pyelitis chr. | 0,76 

179. Colitis chr. 0,73 

180. Status postinfluenzam 0,86 

182. Icterus 0,85 

183. Pachymeningitis chr. 2,77 0,75 

185. Miodeg. cordis ..... 2,97 1,13 

187. Stenosis pylori 2,86 0,78 

189. Icterus 2,81 0,95 

190. Cirrhosis pericardiaca 2,89 1,02 

191. Diabetes mellitus ... 2:06 | 1,08 

192. Tumor cerebri 2,87 1,05 

193. Icterus 2,81 0,86 

194. Icterus 2,94 0,94 
| 195. Vitium cordis 2,94 0,78 

196. Nephritis 2,88 0,80 

197. Hemiparesis infantilis 2,70 0,76 

157. Cirrhosis hepatis ... 2,89 | 0,79 

M = 2,82 0,91 


(2,64-2,98) (0,73-1,18) (0,84—1,49) (1,19 
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Chemische Zusammensetzung der mensechlichen BluteiweiBkérper. TEL. SS) 
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Unsere Analysenergebnisse sind in Tabelle I zusammengestellt. 
M bedeutet das sogenannte arithmetische Mittel, o die Streuung, in 
den Klammern befinden sich die Minimal- und Maximalwerte samtlicher 
Ergebnisse. Die Streuungen sind nach dem Prinzip der Fehlerquadrate 
berechnet. {Einzelheiten siehe bei Pitter (9).| 

Zum Vergleich sind in Tabelle I die Mittelwerte aus Langs (4) 
Ergebnissen beigefiigt, aber nur diejenigen Zahlen in Rechnung gesetzt, 
welche sich auf die Globine nicht anamischer Patienten beziehen. Wie 
ersichtlich, stimmen unsere Mittelwerte mit Ausnahme des Tryptophans 
mit denen von Lang sehr gut tiberein. Die Schwankungen sind bei Lang 
etheblich gr6éBer, am gréBten beim Tryptophan, wo der Minimalwert 
0,88 % und der Maximalwert 2,64 ° betraigt. 

Die gréBeren Schwankungen und der auch im Mittelwert erheblich 
hohere Tryptophangehalt von Lang ist méglicherweise auf die von ihm 
benutzte Bestimmungsmethode von Folin und Looney (10) zuriick- 
zufiihren. Folin modifizierte spater selbst seine Methode [s. Folin und 
Marenzi (5)}, denn in der Arbeitsweise nach Folin und Looney gibt das 
Cyanid mit dem Phenolreagens eine Blaufaérbung, deren Intensitat von 
dem Reinheitsgrad des benutzten Cyanids abhangig ist. Dieser Fehler 
ist in der Versuchsanordnung von Folin und Marenzi (5) ausgeschaltet. 

Tyrosin und Histidin, welche durch Lang und durch uns nach der- 
selben Methode bestimmt wurden, ergaben denselben Mittelwert und 
beinahe dieselbe Schwankungsbreite. 

Aus unseren Zahlen geht hervor, daB zwischen dem Globin der 
normalen Menschen und der Kranken der obengenannten Kategorie 
keine Unterschiede zu finden sind, und so miissen wir aus den experi- 
mentellen Ergebnissen den Schlu8 ziehen, daB samtliche untersuchten 
Globine in bezug auf die fiinf ,,Indikatoraminosaéuren* innerhalb der 
Fehlergrenzen identisch sind. Der Unterschied im Minimal- und Maximal- 
wert ist zwar etwas gréBer, als es den Fehlergrenzen der Methoden 
(+ 10%) entspriche, doch die Mehrzahl der Werte gruppiert sich 
ziemlich eng um den berechneten Mittelwert. Dies geht auch aus den 
auf mathematischem Wege berechneten Streuungen hervor. 

In unseren friiheren Mitteilungen konnten wir bei Untersuchung 
der PlasmaeiweiBkérper Beweise fiir deren ,,dynamische Zusammen- 
setzung’’ beibringen, dem Globin kénnen wir jedoch keine individuell 
verschiedene Zusammensetzung zusprechen. 

Lang kam auf Grund seiner Analysenergebnisse zu dem Schlul, 
daB das Globin einen von Individuum zu Individuum verschiedenen 
Aufbau besitzt. Wir bearbeiteten ein mehr als doppelt so groBes Material 
und kénnen durch unsere Ergebnisse, die eine weit kleinere, die Fehler- 
grenzen der Methoden nicht wesentlich iiberschreitende Streuung auf- 
weisen, diese Behauptung nicht unterstiitzen. 


Biochemische Zeitschrift Band 30%. 
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In Tabelle If haben wir die Periodenzahlen im Sinne von Berga iy 
und Niemann (11) berechnet. Fiir Einzelheiten tiber Bergmann \ind 
Niemanns Vorstellungen mu zwecks Raumersparnis auf die Original. 
arbeit oder unsere zweite Mitteilung (2) hingewiesen werden. Die erste 
Spalte enthalt den prozentualen Aminosauregehalt, die zweite das 
Molekulargewicht der betreffenden Aminosiure. In der dritten Spalte 
sind die aus den beiden ersten berechneten (also experimentell ge- 
fundenen) molaren Konzentrationen eingetragen. Die Verhaltniszah ley 
der Spalte 5 sind aus Spalte 3 berechnet. Die Zahlen der vierten 
Spalte wurden folgendermaBen erhalten: Wir nahmen Tyrosin als 
Grundzah] und berechneten daraus die anderen molaren Konzentra- 
tionen mit Hilfe der Verhaltniszahlen (z. B. 6: 3 = 0.0156 : x; «= 0,0078 
Die Ubereinstimmung zwischen den gefundenen und_ berechneten 
molaren Konzentrationen ist mit Ausnahme des Tryptophans héchist 
befriedigend. Beim Tryptophan ist die berechnete molare Konzentration 
um etwa 14% hoher als die gefundene. In Tabelle IT rechneten wir 
anstatt Cystin mit Cystein: unsere Bestimmungsmethode ergibt das 
sogenannte Gesamtcystin, d.h. Cystin + Cystein, und es ist zweck- 
maBiger, um das Rechnen mit halben Molekeln Cystin zu vermeiden, 
alles als Cystein zu berechnen. 


Tabelle II. 





Aminosiure- 
gehalt Molekular- 


in % gewicht 


Molare Konzentration 
Sse CFSE SV CAAA Periodizitit 


Verhiltnis- 


| gefunden __ berechnet zahl 


Tyrosin 2,82 181 0,0156 0,0156 48 
Tryptophan .. | 0,91 204 | 0,0045 0,0052 144 
1,24 121 | 0,0102 0,0104 72 

1,37 174 0,0079 + ~=0,0078 : Of 

Histidin 7,36 15d 0,0475 0,0468 16 


Die sechste Spalte enthalt die sogenannten Periodenzahlen.  Fiir 
die Berechnung derselben siehe (11) und (2). Die Periodenzah! n be. 
deutet, daB periodisch jede n-te Aminosaureeinheit der Peptidkette aus 
der betreffenden Aminosadure besteht. Das kleinste Vielfache samtlicher 
Periodenzahlen ergibt die Minimalzahl der Aminoséuren, welche das 
Eiweifmolekiil bilden kénnen. In unserem Falle betriigt dies 288. Wenn 
wir das durchschnittliche Molekulargewicht der das Globin bildenden 
Aminosauren (ungefaéhr 120) mit 288 multiplizieren, so erhalten wir 
das minimale Molekulargewicht des Globins: 288 « 120 = 34,500) 
Zur selben Zahl gelangte auch Svedberg (12) durch Ultrazentrifugierungs- 
versuche. Unsere chemisch-analytische Methode fithrt also zu demsel ben 
Ergebnis wie der rein physikalische Weg. Dies ist um so befriedigender, 
als Globin ein reiner und einheitlicher EiweiBkérper ist, im Gegensatz 
zu den PlasmaeiweiBkérpern, welche méglicherweise Gemische darste!len 
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Zusammenfassung. 


Es wurden 37 Globine, welche von normalen Menschen und von 


Kranken stammten, die weder anamisch waren, noch an fieberhaften 
Infektionskrankheiten litten, auf ihren Gehalt an Tyrosin, Tryptophan, 
Cystin, Arginin und Histidin analysiert. Aus den Ergebnissen geht 


hervor, daB die Globine in bezug auf die genannten Indikatoramino- 
siuren innerhalb der Fehlergrenzen der Methode identisch zusammen- 
vesetzt sind und da sie keine individuellen Unterschiede aufweisen. 
Die auf Grund unserer Analysenergebnisse nach Bergmann and Niemann 
berechneten Periodenzahlen ergeben fiir das Globin ein minimales 
Molekulargewicht von 34,500. 
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Zur Chemie der Ketonranzigkeit. 
III. Mitteilung: 
Uber die Bildung von Methylketonen aus @, B-ungesiittigten Fettsiuren 
durch Penicillium glaueum!,. 
Von 
H. Thaler und W. Eisenlohr. 


(Universitatsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittel- 
chemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 20. Marz 1941.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der vorhergehenden Mitteilung? war die Ansicht erértert worden. 
da der bei der Lebenstatigkeit gewisser Schimmelpilze zu beobachtende 
Abbau gesittigter Fettsauren zu Methy!lketonen nach der Art des 
Wielandschen Dehydrierungsschemas tiber die Stufen der x, /j-un 
gesattigten Saure, der p-Oxysaure und der /-Ketosaure verlauft. Dieser 
Anschauung standen zuerst die Ergebnisse von 0. Acklin und 
W. Schneider® entgegen, welche bei ihren Versuchen mit £-Oxybutter 
saure und p-Oxycapronsaure eine Ketonbildung nicht hatten feststellen 
kénnen. Es wurde seinerzeit nachgewiesen, daB unter geeigneten Be 
dingungen, wobei vor allem auf die Saurestufe sowie darauf zu achten 
ist, daB die Oxyfettsdure die einzige Kohlenstoffquelle darstellt, nicht 
nur aus den beiden genannten Oxysauren, sondern aus samtlichen 
Gliedern dieser Reihe bis zu einer Kettenlange von 14 Kohlenstoff 
atomen (fS-Oxymyristinsdure) Ketone gebildet werden kénnen. 

Zur weiteren Sicherung der oben erwahnten Annahme des Re 
aktionsverlaufes im Sinne des Dehydrierungsschemas schien es wn 
umganglich notwendig, auch «, B-ungesattigte Fettsauren auf ihr Ver 
halten zu priifen. Andere ungesattigte Fettsauren, wie @-Undecylen 
siure oder Qlsiure waren schon von K. Tdujfel, H. Thaler wn 
M. Léweneck* untersucht worden, wobei es sich herausgestellt hatte 
daB bei ihnen eine mehr oder weniger kraftige Ketonentwicklung eintrat 
Es mochte dies daher rithren, da die Doppelbindung bei diesen beide: 
Verbindungen nicht in «, §-Stellung zur Carboxylgruppe, sonder! 
ziemlich weit von dieser entfernt an anderer Stelle des Molekiils liegt 


so daB der Angriff der Schimme!pilze ahnlich wie bei den gesattigten| 


' Ausgefiihrt mit Mitteln des Forschungsdienstes, Landwirtschaft!ic! 
Gewerbeforschung. — * H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 369, 195 
— §% Ebenda 204, 253, 1929. — 4 Fettchem. Umschau 48, 1, 19386 
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Fettsauren verlaufen kann. Bei x, p-ungesattigten Sauren ist jedoch 
die Méglichkeit eines irgendwie anders verlaufenden Abbaues durchaus 
vorhanden. Da die Kohlenstoffdoppelbindung eine leicht angreifbare 
stelle darstellt und da bei der biologischen Zerlegung des Molekiils 
die x, B-Stellung offensichtlich bevorzugt wird, so war es sehr wohl 
denkbar, daB diese Sauren vielleicht in der Art der von F. Knoop auf- 
geklarten $-Oxydation in Essigsiure und eine um zwei Kohlenstoff- 
atome armere Fettsaure gespalten wiirden, ohne dafB dabei Methyl- 
ketone aufzutreten brauchten. Die Ansicht, da die Reaktion bei der 
Ketonbildung nach dem Wielandschen Dehydrierungsschema verlauft, 
hatte in diesem Falle betrachtlich an Wahrscheinlichkeit eingebiiBt. 
Auf der anderen Seite aber wiirde sie durch einen positiven Befund, 
der nach dem Ergebnis eines von @. Geist! angestellten Vorversuches 
mit x, B-Decensdure mit einiger Wahrscheinlichkeit zu erwarten war, 
sehr gestiitzt werden. Es wurden deshalb zur Aufklarung des Re- 
aktionsverlaufes Versuche mit einigen z, f-ungesattigten Fettsauren 
angestellt. Die Bedingungen waren dabei die gleichen, wie sie sich 
bei den fritheren Untersuchungen als zweckmabig erwiesen hatten, 
d.h. es wurde wiederum die betreffende Saure dem anorganischen 
Nahrboden als einzige Kohlenstoffquelle in Form ihres Ammonium- 
oder Alkalisalzes zugesetzt. AuBerdem wurde die Wasserstoffionen- 
konzentration des Nahrbodens beriicksichtigt, da die Ketonbildung 
erfahrungsgemaB sehr stark vom py der Lésung abhangt. 


Die Darstellung und Vorbereitung der verwendeten Sauren. 


Um ein genaueres Bild der Methylketonbildung und damit des 
Reaktionsverlaufes zu erhalten, durfte nicht nur eine einzige x, p-un- 
yvesittigte Saure zu den Versuchen benutzt werden. Der Grund hierfiir 
lag darin, daB nicht aus allen gesattigten Fettsdéuren, sondern nur aus 
denjenigen geringen oder mittleren Molekulargewichtes, bis zur Myristin- 
siure einschlieBlich, Ketone gebildet werden. AuBerdem besitzen nach 
A. Spiekermann 2 die niedrigen gesattigten Fettsiuren eine gewisse 
(iftigkeit fiir Schimmelpilze, die mit steigender Kettenlange abnimmt, 
und es war zu vermuten, da auch die x, f-ungesattigten Sauren sich 
ahnlich verhalten wiirden, zumal da auch bei den friiheren Unter- 
suchungen tiber f-Oxyfettsduren ebensolche Beobachtungen gemacht 
worden waren. Es mubten deshalb mehrere z, p-ungesittigte Fett- 
sturen mit verschiedener Lange der Kohlenstoffkette herangezogen 
werden. Um die Ketonbildung bei den einzelnen gepriiften gesattigten 


Fettsiuren, 6-Oxysiuren und ungesiittigten Sauren untereinander ver- 


' G. Geist, Diss. Miinchen 1938. — * Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- 
i. GenuBmittel 23, 305, 1912. 
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gleichen zu kénnen, erschien es zweckmaBig, von diesen letzteren cie 
Gegenstiicke zu den seinerzeit untersuchten Oxysaiuren zu wahlen 
Es wurden deshalb zu den geplanten Versuchen die Crotonsaure, die 
x, $-Hexensiture [Hexen-(2)-sdure(1)], die x, $-Decensdure [Decen-(2). 
siiure-(1)] und die «, /-Tetradecensaure [Tetradecen-(2)-sdure-(1)| ver 
wendet. Von der ersteren wurde ein kaufliches Praparat, das sich als 
sehr rein erwies, benutzt, die anderen Sauren muBten selbst herve 
stellt werden. 


4, p-Ungesattigte Fettsduren. 
a) Crotonsaure. 


Diese Saure, ein von der Firma Dr. Th. Schuchardt G. m.b. H 
Goérlitz, hergestelltes Praparat, wurde, nachdem die Abwesenheit von 
Ketonen durch den negativen Ausfall der Salicvlaldehvdreaktion 
festgestellt war, in Form ihres Ammonsalzes verwendet. 


b) Hexen-(2)-saure- (1). 

Da diese und die folgenden Sauren nicht im Handel zu bekommen 
waren, muBten sie selbst hergestellt werden. Den Weg dazu zeigt: 
ein Verfahren von J. Harding und C. Weizmann}, das diese Autores 
zur Gewinnung der Nonylensaéure angewandt hatten und das auf de: 
Kondensation von Fettaldehyd mit Malonséure in Gegenwart vor 


Pyridin beruht. Unter Wasseraustritt und Kohlendioxydabspaltuny 
entsteht dabei die ungesattigte Saure. 


Zur Synthese der Hexensaure léste man 50g Malonsaure untet 
gelindem Erwarmen auf dem Wasserbade in 80g Pyridin, gab dann 
35g Butylaldehyd hinzu und erhitzte das Reaktionsgemisch nach 
36stiindigem Stehen noch 3 Stunden auf dem Wasserbad am Riickflul 
kiihler. Die erkaltete Lésung wurde in einen Scheidetrichter, der 
400 com Wasser enthielt, gebracht wnd mit konz. Salzsdéure bis zur 
kongosauren Reaktion angesduert. Die sich abscheidende rohe Saure 
nahm man in Ather auf, schiittelte zweimal mit 10° )iger Sodalésung 
aus, setzte die Séure aus der Sodalésung wieder mit 15° iger Salzsiaure 
in Freiheit und nahm sie erneut in Ather auf. Die atherische Lésung 
trocknete man mit Natriumsulfat, dampfte den Ather ab und destillierte 
die Saure unter 10mm _ Quecksilberdruck bei 107°. Die Ausbetite 
betrug 25g 39°. der berechneten Menge. 

Zur Bestimmung des Molekulargewichtes wurden etwa 0,2 ¥ det 
Saure in 20 ccm eines Benzol-Alkoholgemisches (2:1) gelést und mit 
n 10 alkoholischer Kalilauge und Phenolphthalein als Indikator titriert 


0.2414 g Subst. verbr. 0.1186 ¢ KOH: Mol.-Gew. gef. 114,2: ber. 114.1 


1 J. Harding u. C. Weizmann, J. chem. Soc. London 97, 299, 1910 
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c) Decen-(2)-saure-(l). 

Die Darstellung erfolgte in derselben Weise wie bei der Hexensaure. 
Ausgegangen wurde von 40 g Malonsaure, 46 g Pyridin und 40 g Octyl- 
aldehyd. Die Saure destillierte unter 12 mm Quecksilberdruck bei 153°. 
Die Ausbeute betrug 40g — 74,5°. der berechneten Menge. Die 
Molekulargewichtsbestimmung ergab: 


(2077 g Subst. verbr. 0.0682 g KOH: Mol.-Gew. gef. 171,0; ber. 170.1. 


d) Tetradecen-(2)-saure- (1). 


Die Saure wurde gleichfalls in der oben angegebenen Weise her- 
gestellt. Zur Anwendung gelangten 50g Malonsaure, 70g Pyridin 
und 40 g Laurinaldehyd. Die Tetradecensaure ging unter 5mm Queck- 
silberdruck bei 174° iiber. Die Ausbeute betrug 35g = 60°) der be- 
rechneten Menge. Die Bestimmung des Molekulargewichtes ergab: 


2315 g Subst. verbr. 0,0583 g KOH; Mol.-Gew. gef. 223.0; ber. 226.1. 


Die simtlichen ungesattigten Fettsiuren wurden in Form ihrer 
Ammonsalze verwendet. 


Die Versuchsanordnung. 


Die zu den Versuchen verwendete Rasse von Penicillium glaucum 
war die gleiche, die auch schon bei den Untersuchungen tiber die Keton- 
bildung aus gesattigten und /-Oxyfettsiuren angewendet worden 
war!, Auch der damals benutzte anorganische Nahrboden wurde bei- 
behalten, da er sich recht gut bewahrt hatte. Die Anordnung der ein- 
zlnen Versuchsreihen geschah ebenfalls in der schon in den vorher- 
gehenden Mitteilungen beschriebenen Weise. In jedem Falle stellte 
man wiederum zwei Parallelversuche an. Der Ketongehalt wurde 
tiglich mittels der Salicylaldehydreaktion von K. Tdufel und H. Thaler 
nach dem Verfahren von K. Tdufel, H. Thaler und H. Hohner? er- 
mittelt. 

Ergebnisse der Abbauversuche. 


Mit Riicksicht auf die Méglichkeit, daB8 die Crotonsaiure unter 
Umstainden eine derartig starke Giftwirkung entfaltet, daB die Keton- 
bildung vollkommen unterdriickt werden kann, wurden die ersten 
Versuche mit der Decenséiure vorgenommen. Bei den friiheren Unter- 
suchungen hatte sich ferner eine starke Abhangigkeit der Keton- 


entwicklung vom py ergeben, wie das seinerzeit schon von M. Stdrkle * 
sowie O. Acklin und W. Schneider 4 und spater auch von K. Tdufel, 


! H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 121, 369, 1939. 2 Zeitschr. 
Unters. d. Lebensmittel 74, 119, 1937. 3 Diese Zeitschr. 151, 371, 
1924. — 4 Ebenda 204, 253, 1929. 
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H. Thaler und M. Léweneck! beobachtet worden war. Deshalb wurden 
auch diesmal Versuchsreihen bei verschiedenem py angestellt. 

Nicht beriicksichtigt werden konnte der mégliche Einflu8 de) 
cis-trans-[somerie auf die Ketonbildung, vor allen Dingen deshalb nicht 
weil es schon bei der einfachsten der untersuchten Sauren, der Croton 
saure, zweifelhaft ist, welche der beiden Formen sie darstellt. Die Auf. 


klarung dieser Verhaltnisse mu einer spateren Arbeit vorbehalten 


bleiben. 
1. Decen-(2)-sdure-(1). 


Schon G. Geist? hatte tiber Versuche mit Schimmelpilzen an der 


2, p-ungesittigten Decensiure berichtet, bei denen in gewissen 


pu-Grenzen eine Ketonbildung eintrat. Es schien aber wiinschenswert 
durch nochmalige Untersuchungen diese Ergebnisse nachzupriifen und 
zu bestatigen. 

Die Decenséiure wurde in Form ihres Ammonsalzes, und zwar fiir 
jeden einzelnen Versuch in einer Menge von 0,05 g der Saure angewandt 


Tabelle I. Die Bildung von Methylketon aus «, B-ungesattigte: 
. t 
Decensaure. 





Wasserstoff- Gebildete Ketonmenge in y nach 
ionenkonzen- $$$ $$$ — . 
tration y b 4 5 6 7 8 9 


Pu = 4 Keine Ketonbildung 


Pu = 6 
1. Versuch 18 
2. hed i ‘ 5 
Mittelwert i 11,5 
Pu 6,5 


1. Versuch 0 14° «#14 19| 18 
: re 0 10 10 39, 15 


Mittelwert 0 12} 12 29° 16,5 

Pa = 7,1 

1. Versuch 28296 364 1324612 996 17041254 1968 2500 796 1310 
2: i 32190 706 7565221704 (14561616 448 14801084 $20 
Mittelwert 30 243 535 10405671350 (15801335 1208 1990 940 1115 
Pu = 7,4 


1. Versuch 1606001076 7081961016 4061248 532 804 774 
2. “ 20924 239 2048592 554 402 402 900 1040 1570 


Mittelwert 90762 658 1378399 785 404 825 716 9221172 


Pu = 7,7 
1. Versuch 0 24 89 1562/3879 222 | 244, 156 230 
2 me 0 8 100 282214 206 262] 348 198 


Mittelwert 0 16 94,6 217/296 214 253) 262 214° 211 


1 Fettchem. Umschau 43, 1, 1936. 2 G. Geist, Diss. Miinchen 15> 
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Die bei den Untersuchungen gefundenen Werte sind in Tabelle [ und 
\bb. 1 zusammengestellt. 

Wie aus der Tabelle | zu entnehmen ist, trat eine Ketonbildung 
bei pu 4, 6 und 6,5 fast gar nicht ein, ganz im Gegensatz zur f-Oxy- 
aprinsaure, aus der nach den Versuchen von H. Thaler und G. Geist! 
bei px 6 betrachtliche Mengen von 





- 


i 


Ketonen entstanden. Bei der Decen- 
siure erfolgte erst bei pu 7 ein | 
rasches Ansteigen der Ketonbildung, | 

wobei ziemlich hohe Werte erreicht 

warden. Bei py 7.5 zeigte sich 1500} 
dasselbe Bild wie bei py 7.0. nur 

agen die Ketonmengen etwas unter 
den bei px = 7,0 gebildeten. Die Ver- 
suche bei pu 7.7 brachten dann 
iber ein jahes Absinken der Keton- 
hildung. Es schien also tatsachlich 

wie schon G. Geist? vermutete 

0 zu sein, daf& aus der x, p-unge- 
sittigten Decensaure nur in schmalen 
py-Grenzen Keton zu entstehen ver- i ws ae! 





| 
— ; 
wert, daB die Ketone sich auch nach — a 


mag. Es war weiterhin bemerkens- ) y, 
4 
ail. 





|2 Tagen und dann oft noch in be- Tage 
trachtlicher Menge nachweisen lieBen. Abb. 1. Die Bildung von Methyl- 
Bei den von H. Thaler und G. Geist! secant — vacnaead 
angestellten Versuchen mit gesit- i's 

tigten Fettsauren und f-Oxysauren war Keton namlich im allgemeinen 
vhon gegen den 11. Tag hin nur noch in Spuren oder iiberhaupt nicht 
nehr nachzuweisen. 

Fiir die weiteren Versuche mit ungesattigten Sauren muBten also 
lie Versuchsreihen tiber die von @. Geist bei der Decensaure angewandte 
eit hinausgehen, um an die zeitliche Grenze der Methylketon- 
bildung zu kommen. 

Der Kurvenverlauf zeigte die schon von anderen Autoren? be- 
vhriebene Zickzackform. Die Werte fielen jedoch, wie hier gleich 
erwahnt werden soll, nie bis auf Null ab, es trat vielmehr jeweils nur eine 
Verringerung der Ketonbildung ein. 

Ein Pilzwachstum war bei py 4, 6 und 6,5 nicht zu beobachten, 
vei po = 7 trat es erst vom 7. Tage an in Erscheinung, wobei aber die 


' Diese Zeitschr. 302, 369, 1939. 2 G. Geist, Diss. Miinchen 1938. 
0. Acklin, diese Zeitschr. 204, 253, 1929. 











4 H. Thaler u. W. Eisenlohr: 


Ketonwerte nicht geringer wurden. Bei py = 7,4 zeigte sich ery 
vom 11. Tage an ein schwaches Pilzwachstum, wahrend dasselbe be 
pu = 7,7 vollstandig ausblieb. 


2. Crotonsdure. 


Als Anfangsglied der Reihe der in den natiirlichen Fetten yo, 
kommenden Sauren ist das Verhalten der Butterséure selbst und das 
der hypothetischen Zwischenstufen ihres Abbaues bei der Ketonranzig. 
keit von besonderem Interesse. H. Thaler und G. Geist} hatten bei ihren 
Versuchen gefunden, da im Gegensatz zu den Beobachtungen vor, 
M. Staerkle® sowie von O. Acklin 3 aus dieser Saure Keton in betricht- 
lichen Mengen gebildet wird. Es hatte sich dann weiterhin ergeben ' 
daB auch die f-Oxybuttersdéure unter Ketonbildung abgebaut wird 
Es schien deshalb zweckmaBig, den EinfluB von Penicillium glaucum 
auf die x, S-ungesattigte Saure mit vier Kohlenstoffatomen, auf di 
Crotonsdure, zu priifen. 

Den Versuchen wurden jeweils 0,05 g Fettséure in Form ihres 
Ammoniumsalzes zugesetzt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle I] 
und der Abb. 2 zusammengestellt. 

Wie bei der Decensaéure verlauft auch bei der Crotonsaure di 
Ketonbildung bei annahernd neutraler Reaktion des Nahrbodens an 


Tabelle If. Die Bildung von Methylketonen aus Crotonsaur: 





Wasserstoff- Gebildete Ketonmenge in » nach 
ionenkonzen- cial . . Sachlanpetcags NA ic Sa ANE 
tration 2 : 4 5 6 Aas (el 9 10 


Pu = 6,0 
1. Versuch 89 44 198 |21 | 92 65 
3. ‘5 é 78 109 118 62 140 


Mittelwert 2 83,5 76,5168 | 81.5116 — § 89 


Pu = 7,0 
1. Versuch 0 45 15 | 38 8 — |49 | 48 
2: a ; 79 | 21 | 86 46 40 65 


Mittelwert 62 | 18 | 62 | 265) — | 44,5 56,5 
Pu 1] 7,4 | 

1. Versuch 68 2 ee a | 0 O. 47 

2. ’ 61 é 44 14 9\|16 | 0 | 7 


Mittelwert 64,5 37,5 15,5 85 80 0 59,6 
Pu = 8,0 

1. Versuch 0 64 5 | 84 5 
2. ‘ 0 37 : 32 | 10 
Mittelwert 0 0 41,5 5 58 ye 


0 0 31 8 
0 0 (43 | 12 
0 


5 0 |37 | 10 


1 Diese Zeitschr. 302, 121, 1939. — *% Ebenda 151, 371, 1924 
3 0. Acklin, ebenda 204, 253, 1929. 
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ie der Ketonranzigkeit. 


Tabelle IIT (Fortsetzung). 


Mil. 





Wasserstoff- 
jonenkonzeD- 
tration 


pa = 6,0 
1. Versuch - — 2 
») 


Gebildete Ketonmenge in ; 


16 17 18 19 20 


55 — 432 


482 


Mittelwert — - 213 — 457 


Pu = 7,0 
1. Versuch 


9 
o ” 


Mittelwert 


pH = 7,4 
1. Versuch 


- ” 


Mittelwert 


Py = 8,0 
i, Versuch 31 
4 > — 43 


Mittelwert 37 


tirksten, um dann im star- 
ker alkalischen Bereich sehr 
nsch abzusinken. Die Ke- 
tonmengen waren bei py 

6 am gréBten, wobei aber 
mu bemerken ist, da der 
Héhepunkt der Entwicklung 
est am 20. Tag erreicht 
wurde. Dasselbe zeigte sich 
vei Px = 7,0, obwohl hier 
lie gebildeten Ketonmengen 
yeringer waren als bei px 

6,0. Bei pu 7.4 und 
‘0 entstand nur iiberaus 
wenig Keton. 


Im groBen und ganzen 
escheint hier als das _ be- 
nerkenswerteste Merkmal! 
lie langsam zunehmende 
Ketonbildung bei pu = 6,0 
und 7,0, welche erst am 
“).Tag eine gewisse Hohe 
ereichte, wahrend bei den 


144 
148 


146 


23 24 Tagen 


74 


92 
83 
165 
151 
158 











Tage 


Abb. 2. Die Bildung von Methylketon aus 
Crotonsdure. 
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von H. Thaler und G. Geist) angestellten Versuchen mit Butters:yre 
und p-Oxybuttersaure schon am 9. Tage ein Absinken der Ketonwert, 


zu verzeichnen war. 

Im Vergleich zur Hexen-, Decen- und Tetradecensaure ware) 
wie im voraus schon bemerkt sei, die Werte bei der Crotonsaure menvey 
maBig am niedrigsten. Dieses Ergebnis steht also nicht im Gegensaty 
zu der von M. Staerkle2 und A. Spiekermann® aufgestellten These 
iiber eine gewisse Giftigkeit der niedrig molekularen Fettsauren. 

Die Kurvenform war wiederum zickzackfOrmig, und zwar be; 
pu = 6 und 7 starker als bei py = 7.5. 

Die Mycelbildung blieb gering. Sie war bei py = 6.0 am starksten, 
bei pu 7,0 schwacher. Bei py 7.5 und 8,0 war ein sicht bares 
Mycel nicht mehr vorhanden. Das Wachstum des Pilzes nahm, soweit 
er sich tiberhaupt entwickeln konnte, mit der Zeit zu und hatte offenbar 
keinen EinfluB auf die Schwankungen der Ketonmengen. 


3. Hexen-(2)-sdure-(1). 


Zu den Versuchen wurden 0,05 g der Saure in Form ihres Am 
moniumsalzes zugegeben. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle ITT und 
der Abb. 3 zu entnehmen. 


Tabelle IIL. Die Bildung von Methylketonenaus Hexen-(2)-saure 





Wasserstoff- Gebildete Ketonmenge in 7 nach 
ionenkonzen- . see 
tration : 3 "ee Sa 6 7 


Pu = 6,0 
1. Versuch 90 198 1148 2540 3528 1224 393 492 190 
2 97 500 1696 2460 6704 2664 0 216 0) 


Mittelwert 93,5 349 1777 2500 4626 1944 196,5 354 95 

Pu 7,0 

1. Versuch 312 2010 2690 5188 2000. 144 5940 2050 = 1720 
2 » 365 = 1050 1200 5368 3952 1284 3162 3056 2300 


Mittelwert 388.5 1530 1935 5278 2976 714 4851 2553 = 2010 


— 


on = 1S 
1. Versuch 68 2056 5995 3168 3318 9120 4320 3185 5404 
2 e 70 1540 - 9750 5436 3552'7200 4557 5194 = 6524 


Mittelwert 69 1798 3372 4302 8160 4438 4189 5964 
Pu = 7,8 


1. Versuch 81 84 65 72; 412 0 3920 1330 11 116 
2. ws 119 102 0 278! 341 567 2706 4417 6 dot 


Mittelwert 100 93; 32,5: 499; 376 283,5 3313 2873 841 
! H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 121. 376. 1939 


2 M. Staerkle, ebenda 151, 371, 1924. 34. Spiekermann, Zeitsc! 
Unters. d. Lebensm. 28, 305, 1912. 
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Tabelle LI (Fortsetzting). 





Waeserstoff- Gebildete Ketonmenge in y nach 
jonenkonzen- sidan : 
tration : 3 14 15 16 17 19 20 Tagen 





Pu = 6,0 
1. Versuch 31% ] 84 68 
satz 2, A 38 100 ; 64 
hese Mittelwert 38 92 66 
ha Py = 40 a 
1. Versuch 3122 2740 2180 1004 1674 
o> de 2590 3.090 4172 2130 — 1896 
sten, Mittelwert 2856 2915 3176 1567 1785 


waiTes 


Pa = 7,5 
welt 1. Versuch 10960 9780 s 6980 — 5960 
nbar 2. ” 10 682,11 460 ) — | 6440 5600 


Mittelwert 10 821/10 620 : 6710 5780 


Pau = 7.8 
1. Versuch 58 8340 : — 6620 6740 
2. - 6 784 7060 5700 7620 


Am 
wad Mittelwert 3421 7700 6110 - 7180 





Die Ketonbildung 
war bei po = 7.5 am 
groBten, wo sie am 
11. Tage den unverhalt- 
nismaBig hohen Wert 
von 10000 y erreichte. 
Bei pu = 6,0 war der 
Héhepunkt schon am 
6. Tage iiberschritten, 
_ am 20. Tage konnten 
D300) Ketone nicht mehr nach- 
gewiesen werden. Im 
Bereich von py = 7,0 
“4004 lagen die Ketonmengen 
6524 iiber den bei pu = 6,0 
F gebildeten, doch unter 

den bei pu = 7,5 ent- 

standenen, wobei eben- 

falls ein Absinken der- 


selben gegen den 20. Tag Abb. 3. Die Bildung von Methylketon 
aus a, 3-ungesittigter Hexensiiure. 


P10 








10 2 


hin zu bemerken war. 
Die Ketonbildung erreichte bei py = 7,8 erst am 10. Tage mit rund 
"00 y ihren héchsten Wert. Vom 1. bis 6. Tage war sie sehr gering, 
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nahm aber vom 8. Tage an sehr stark zu. Die bei py 7,5 und So 


angestellten Versuche lieferten noch am 20. Tage betrachtliche Meinve, 
von Keton, wenn auch die Bildung desselben zu diesem Zeitpunkt ihre, 
Héhepunkt wahrscheinlich schon iiberschritten hatte. 

Auch hier trat die starkste Ketonbildung in der Nahe des Neutra! 
punktes bzw. im schwach alkalischen Gebiet ein, ganz anders als }e; 
den von H. Thaler und G. Geist ' angestellten Versuchen mit gesattivte) 
Fettsauren und £-Oxysiauren, aus denen im sauren Gebiet die gréjite, 
Ketonmengen entstanden. Wie bei der Decensaure zeigte sich sic} 
diesmal, da der Abbau der ungesattigten Fettsiuren durch Schimmel 
pilze sehr stark von der Reaktion des Nahrbodens abhangig ist. 

Ober die tatsaichlich entstandenen Ketonmengen geben die Ty 
belle III] und die Abb. 3 kein absolut genaues Bild, da Wi 
schon friiher erwihnt wurde — die Eichkurve des Stufenphotometers 
fiir Methylnonylketon aufgestellt ist, waihrend aus der Hexensiure ver 
mutlich Methylpropylketon entsteht, das eine etwas andere, mehr gel} 
stichige Farbung als das Methylnonylketon liefert. Der hierdurch be 
wirkte Fehler diirfte aber nicht allzu grof sein. 


Der Kurvenverlauf ist bei py = 7,5 und 8,0 wieder stark, bei 
pu = 7,0 wenig und bei py = 6,0 fast gar nicht zickzackférmig. Bei 
diesen letzteren Versuchen ist nur ein einmaliges Steigen und dann 
sofortiges Absinken der Kurve zu verzeichnen. 


Das Mycel entwickelte sich in allen py-Bereichen ziemlich gleich 
stark, ausgenommen bei py = 8,0, wo es auBerordentlich gering war. 
Es wurde gewohnlich erst am 4. Tage sichtbar und wuchs im Laufe 
der Beobachtungszeit langsam weiter. Eine Verringerung der Keton- 
bildung bei starkem Mycelwachstum, wie das H. Thaler und G. (cist! 
bei den gesattigten Fettsiuren und §-Oxysauren gefunden hatten, war 
nicht festzustellen. Es schien, als ob das Mycelwachstum und die 
Schwankungen in der Ketonbildung unabhangig voneinander seien 


!. Tetradecen-(2)-sdure-(1). 


Die Ketonbildung aus der wiederum in Form ihres Ammonium 
salzes, und zwar in einer Menge von jeweils 0,05 g, verwendeten Sawure 
war weit stirker vom py des Nahrbodens abhangig als bei allen bisher 
untersuchten ungesittigten Sauren. Die Ergebnisse sind in der Ta 
belle [IV und der Abb. 4 aufgezeichnet. 










Eine nennenswerte Ketonbildung trat eigentlich nur bei py 7." 
auf. Sie stieg vom 1. bis 9. Tage fast gleichmaBig an, um dann wicde! 


1 Diese Zeitschr. 802, 121, 376, 1939. 
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Tabelle IV. 
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pie Bildung von Methylketonen aus Tetradecen-(2)-séure-(1). 





Wasserstoft- 
jonenkonzen- 


Gebildete Ketonmenge in y nach 


te | 





tration 4 5 6 7 8 9 10 Tagen 
Pu 6,0 
1. Versuch 96 434 369 92 148: 659 170 73 
8 ” 74 | 288 496 | 222 200 ° 132; 68 99 68 
Mittelwert 39,5, 85 | 270 | 465 | 295.5 146 140) 63,5 134,6 70,5 
PH 7,0 
|. Versuch 28 121 662 | 902 870 816 1218 1299 904 
9, =. 63 195 | 576 | 832 848 1084 744 1593 1000 
Mittelwert 22.5 45,5 158 | 564 867 855 950 Y81l 1446 952 
Pa = 7,6 
1. Versuch 0 0 45 40 144 31, 185 141 62 
2, os 0 0 | 161 26 48 101| 45 63 0 
Mittelwert 0 0 | 103 33 96 66 115 102 31 
Py = 8,0 Keine Ketonbildung 
Wasserstoft- Gebildete Ketonmenge in } nach 
ionenkonzen- - miata soni 
tration 12 13 14 15 16 17 18 19 (20 Tagen 
Pu = 6,0 
1, Versuch 59 45 59 - 20 19 
2. a 65 _ 10 15 — 0, — 25 
Mittelwert 62 27,5 37 10 — 22 
Pu =3 7,0 
1. Versuch 1376 1084 613 | - 242 0 
2. mr 1026 _ 904 435 576 40 
Mittelwert 1201 994 — 474 409 20 
Pu = 7,5 
1, Versuch 0 - 0 _ 0 0 0 
2. a 26 _ 0 - 0 0 0 
Mittelwert 13 . 0 0 0 0 
Py = 8,0 Keine Ketonbildung 


bis zum Nullpunkt abzusinken. 


In dem Bereiche von py 


8.0 konnten 


Ketone iiberhaupt nicht mehr nachgewiesen werden. Im allgemeinen 
lagen die Werte weit unter den aus der Hexensaure und der Decensaure, 
jedoch noch iiber den aus der Crotonsaure entstandenen Mengen. 


Der Kurvenverlauf war bei der in Rede stehenden Saure am 
wenigsten zickzackformig. 


Die Mycelbildung war ebenfalls geringer als bei der Hexen- und 


der Decensaure. 


Bei Pu > 


6,0 und 7,0 zeigte sich ein schwaches, 
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wahrend der Beobachtungszeit zunehmendes Wachstum, witirey 
dasselbe bei py = 7,5 und 8,0 ganzlich ausblieb. 





1500 -—— 
| 








12 %y 6 8 
Tage 


Abb. 4. Die Bildung von Methylketon aus a, 3-ungesittigter Tetradecensiure 


Zusammenfassung. 


Die Frage nach dem Verlauf der Methylketonbildung beim Abba) 
gesattigter Fettsiuren wurde — wie an anderer Stelle ! schon erwahnt 
von fast allen Untersuchern auf verschiedene Weise zu erklaren versuch 
Einer der strittigsten Punkte war dabei die Frage, ob bei dieser ky 
aktion als Zwischenstufe $-Oxysauren gebildet wiirden. O. Acklin wn 
W. Schneider 2 konnten namlich bei ihren Versuchen mit B-Oxycaprot 
saure eine Ketonbildung nicht feststellen, dagegen wiesen P. D. Copjor 
und 7’. K. Walker? beim Abbau von Calciumproponiat Milchsiur 
nach, wobei diese auBerdem immer friiher auftrat als die ebenfi 
entstandene Brenztraybensiure. Gegen das Versuchsergebnis \ 
O. Acklin und W. Schneider? spricht, daB sie dem Nahrboden nic 
nur die zu priifenden Oxyfettsauren, sondern auch andere organis(| 
Stoffe wie Pepton, Glucose oder Mannit als Kohlenstoffquellen 7 
gesetzt hatten. Dem Pilz war dadurch die Méglichkeit gegeben, 2. 
diese fiir ihn leicht angreifbaren Verbindungen zu verwerten, so ( 
unter Umstainden die Oxysaéuren unberihrt bleiben konnten. Dar 
kommt den Untersuchungen von P. D. Coppock und T.K. Wall 
die gréBere Wahrscheinlichkeit zu. Einen weiteren Beitrag zu die 
Frage lieferten H. Thaler und G. Geist *, die bei ihren Versuchen | 

1H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 367, 1939. — 7 O. dc 
u. W. Schneider, diese Zeitschr. 204, 253, 1929. — *% P. D. Coppor! 
T. K. Walker, J. chem. Soc. London 1928, 8. 1422. — 4 H. That 
G. Geist, diese Zeitschr. 802, 379, 1939. 
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Zur Chemie der Ketonranzigkeit. II] 10] 


j-Oxviettsauren mit 4 bis 14 Kohlenstoffatomen eine starke Keton- 
pildung feststellen konnten. Die Ketonmengen waren bei diesen Ver- 
suchen sogar noch gréBer als die aus den gesattigten Fettsauren ent- 
standenen. 

Nach dem Dehydrierungsschema von H. Wieland! treten aber 
als erste Zwischenprodukte des Abbaues von  Kohlenstoffketten 
y, p-ungesattigte Sauren auf und es ist, wie schon friiher auseinander- 
gesetzt wurde ®, anzunehmen, da auch im Reaktionsverlauf der Methyl- 
ketonbildung derartige Verbindungen entstehen wiirden. 

Bei den geringen Mengen von Ketonen aber, welche von den 
Schimmelpilzen gebildet werden, waren die Aussichten zur Auffindung 
solcher Zwischenprodukte gering. Aus diesen Griinden wurden, wie 
das auch mit den p-Oxyfettsaiuren geschehen war, den Pilzen «, p-un- 
gesittigte Sauren als Nahrstoffe gegeben. Wie die im Vorhergehenden 
beschriebenen Ergebnisse zeigen, unterliegen diese ebenfalls dem Abbau 
zu Methylketonen. 

Wenn der Verlauf des Abbaues gesattigter Fettsdiuren bei der 
Ketonranzigkeit bis jetzt auch nicht streng durch die Isolierung von 
Zwischenstufen bewiesen werden konnte, so ist es doch durch die Unter- 
suchungen an /-Oxyfettsiuren und x, $-ungesattigten Fettsiuren sehr 
wahrscheinlich, daB er sich nach Art des Wielandschen Dehydrierungs- 
schemas vollzieht : 

Gesittigte Fettsiure — x, P-ungesittigte Fettsaure — p-Oxyfettsawe — 
+ B-Ketosiure — Methylketon 
:CH,—CH,- COOH 
-H, 
v 
CH=CH—COOH 
| +H,0O 
, +H: 
CHOH—CH,—COOH 
H, 


v 
R—CO—CH,—COOH 


=™ 
v 


R—CO—CH, 


Zu den Versuchen selbst ist im einzelnen noch folgendes zu_be- 
merken: Es wurden samtliche verwendeten Sauren, nicht nur die 
mittleren Glieder der Reihe, sondern auch die niederen Vertreter der- 
selben, wie die Crotonsiure und Hexensaure, von Penicillium glaucum 
unter Methylketonbildung abgebaut. Es konnte ferner auch hier die 


1 H. Wieland, Uber den Verlaut det Oxydationsvorgange, Stuttgart, 
Verlag F. Enke, 1933. — 2 H. Thaler u. G. Geist, diese Zeitschr. 302, 379, 
1939, 


Biochemische Zeitschrift Band 308. 
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Beobachtung bestatigt werden, welche H. Thaler und G. Geist} an ve 
sattigten und f-Oxyfettsauren gemacht hatten und wonach die Ent 
stehung von Methylketonen aus diesen Stoffen stark vom py des Nabr 
bodens abhangig ist. Im Gegensatz zu den gesattigten und den p-Oxy. 
fettsiuren wird aber bei den «, f-ungesattigten Sauren der Héhepunkt 
der Ketonbildung nicht im sauren Medium, sondern nahe dem Neutral. 
punkt, d. h. zwischen px 6,0 und 7,5 erreicht. Im starker alkalischey 
Gebiet sinken die Werte sofort ab. Weiterhin zeigten die Versuche 
daB oft iiber sehr groBe Zeitraume hinweg von dem Schimme!pilz 
Ketone erzeugt werden kénnen, so daB wie das bei der Crotonsaure 
beobachtet wurde sogar erst in der dritten Woche der Hochst wert 
erreicht werden kann. 


Die Zickzackform der Kurven trat in der gleichen Weise wie bei den 
gesattigten Fettsiuren und f-Oxysauren (H. Thaler und G. Geist! 
in Erscheinung. -Als Ausnahme ist jedoch zu erwahnen, dais das Pilz. 


wachstum im Laufe der Beobachtungszeit zunahm und daB Zusammen. 
hange zwischen ihm und den Ketonwerten nicht wahrgenommen werden 
konnten. Es steht dies im Gegensatz zu den von H. Thaler und 
G. Geist! bei den gesattigten Fettsauren und f-Oxyséuren gemachten 
Beobachtungen, wonach der Ketongehalt der Kulturfliissigkeit sich 
von dem Augenblick an verringerte, in dem ein vermehrtes Pilzwachstum 
auftrat. Andererseits konnte die von K. Tdufel, H. Thaler und 
M. Léweneck2 gemachte Feststellung, daB das Methylketonbildungs. 
vermégen nach der alkalischen Seite hin wesentlich die Grenzen der 
Entwicklung des Pilzes iiberschritt, unbedingt bestatigt werden, denn 
bei fast allen ungesattigten Sauren konnte noch bei py 7.5 und 8.0 
eine Ketonbildung nachgewiesen werden, obwohl ein sichtbares Pilz- 
wachstum in diesem py-Bereiche nicht vorhanden war. Inwieweit 
die Entwicklung des Mycels mit dem gesamten Reaktionsmechanismus 
zusammenhangt, mu spateren Untersuchungen vorbehalten bleiben 


1 Diese Zeitschr. 302, 121, 376, 1939. — 2 Fettchem. Umschau 43, 
1, 1936. 
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Uber die photo-chemische Oxydoreduktion 
von Kohlenoxyd und Wasser zu Kohlensiiure 
und Wasserstoff. 

Von 
Walter Seitz. 

(Aus der II. Medizinischen Klinik der Charité.) 


(Eingegangen am 3. Médrz 1911.) 
Die biologische Einwirkung von Kohlenoxyd auf die Atmung 
Ss ¥ : ; 


besteht im allgemeinen in ihrer Hemmung. Es wird nicht nur durch 
die Bindung des Kohlenoxyds an das Hamoglobin der Sauerstoff- 


transport im Gesamtorganismus, sondern auch durch die Bindung des 


Kohlenoxyds an das Atmungsferment die Atmung isolierter Zellen 
ghemmt. Die biologische Einwirkung des Kohlenoxyds beruht auf 
seiner Affinitat zu Ferroeisen. Es existieren aber auch einige Arbeiten 
(Zusammenstellung bei Lindahl (1)|, in denen nachgewiesen wird, dai 
CO eine Steigerung der Atmung, z. B. bei Hefezellen und nicht- 
befruchteten Seeigeleiern, bewirkt. Diese Intensivierung der Atmung 
ist bei Belichtung wesentlich ausgesprochener als in Dunkelversuchen. 

Diese weitere Steigerung der Atmung durch Kohlenoxyd kann so 
aufgefaBt werden, daf durch Belichtung eine Dissoziation der Kohlen- 
oxyd-Ferrobindung eintritt und so eine Enthemmung des roten Atmungs- 
fermentes erfolgt. Auf diese Weise wiirde die ihrem Wesen nach voll- 
kommen unbekannte andere Komponente der Kohlenoxydwirkung, 
namlich die Steigerung der Atmung durch Kohlenoxyd, starker sicht bar 
werden. 

Es soll hier auf eine rein anorganische Reaktion hingewiesen werden, 
weil diese Reaktion mit der Oxydation von Kohlenoxyd zu Kohlensaure 
einhergeht und dadurch bei Zellatmungsversuchen mit Kohlenoxyd Fehl- 
deutungen méglich sind. Es handelt sich dabei um das bekannte Wasser- 
yas-Gleichgewicht CO + H,O =~ CO, + H, + Cal. Das Gleich- 
vewicht dieser Stoffe in gasférmigem Zustand bei hohen Temperaturen 
ist wohlbekannt; man kann je nach den Bedingungen das Gleich- 
gewicht der Gleichung nach links oder rechts verschieben. Im Gegensatz 
dazu ging ich so vor, daB ich bei Zimmertemperatur Kohlenoxyd in 
Wasser léste und einen Wasserstoffacceptor hinzufiigte. Wenn man 
nun bei annahernd neutralem Milieu das kohlenoxydgesattigte Wasser 
belichtet, wird das Kohlenoxyd im Sinne der obigen Gleichung zu 
Kohlenséure oxydiert. Der dabei auftretende Wasserstoff muB ab- 
gefangen werden, was am sinnfalligsten durch die Entfarbung eines 

g* 
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W.. Seitz: 





farbigen Redoxsystems (Methylenblau) bei LuftausschluB gesehjel; 
Wird zugleich durch schwach alkalisches Milieu das andere entstehend 
Reaktionsprodukt, die Kohlensaéure, abgefangen, so erfolgt die Ver. 


schiebung des Gleichgewichts noch starker nach rechts. 


Methodik. 


Benutzt wurden Thunberg-Réhrchen. Gesamtvolumen 4 c¢cm. N 
Einpipettierung aller Zusatze erfolgt eine kurze Erwéimung der Thunhery 
Réhrchen im Thermostaten auf etwa 30—32°, damit bei der nachfolgendey, 
Evakuierung mittels der Wasserstrahlpumpe der Inhalt der Réhrchen stark 
kocht zur vollstandigen Austreibung der physikalisch gelésten Luft. Nac! 
dem Evakuieren wurden die Réhrchen einzeln mit Kohlenoxyd getiillt, 
kraftig geschiittelt und der Hahn luftdicht abgeschlossen, was am einfachste: 
durch Erzeugung eines geringen, durch Manometerkontrolle konstant ge 
haltenen Unterdruckes erfolgt. 

Die Ansitze werden gleichmaBig mit einer 1000-Watt-Lampe aus 50 cin 
Entfernung bestrahlt, wobei auch bei langdauernder Belichtung kein 
Temperaturerhéhung iiber 30° erfolgte. Wird die Lichtempfindlichkeit 
durch Photosensibilisatoren oder Katalysatoren (Adrenalin) erhéht und die 
Acceptorkonzentration niedrig gewahlt, so kann die Entfarbung schon bei 
EKinwirkung von diffusem Tageslicht verfolgt werden. 

Die Gewinnung von Kohlenoxyd erfolgt durch Eintropten von konzen 
trierter Ameisensaéure in erwairmte konzentrierte Schwefelsaéure. Auch da- 
handelsiibliche komprimierte Kohlenoxyd aus einer Stahlbombe ist ohne 
weitere Reinigung zur Demonstration des Effektes brauchbar. Zur F) 
zielung der Oxydation des Kohlenoxyds geniigt es schon, wenn das Kohilen 
oxyd physikalisch gelést ist. Das Auftreten von feinsten Blaschen bei vor- 
handener Ubersattigung des Wassers mit dem Gas ist ohne entscheidenden 
Einflu8 auf den Ablauf der Reaktion. 

Es wurden 20 Redox-Indikatorenfarbstoffe gepriift. Es gelangten alle 
in meiner Arbeit (2) aufgestellten Farbstoffe zur Anwendung. Die Hiltte 
der Farbstoffe hat sauren (z. B. Phenol-indo-dichlorphenyl, Cyanin, Indigo 
sulfoséuren), die andere Halfte basischen Charakter (z. B. Toluylenblau 
chlorid, Kresylblauchlorid, Thionin, Capriblau, Janusgriin). Alle basischen 
Farbstoffe lieBen sich in wasserigen Lésungen mit und ohne py-Putte: 
reversibel reduzieren; die sauren Farbstoffe miissen gepuffert werden, i 
rein wasseriger Lésung lassen sie sich nur unter Zusatz eines Photosensihi! 
sators (10 Eosin) hydrieren. 

Bei der Titrierung des durch den Ablauf der Reaktion bedingten Alka: 
verbrauchs (in n/200 NaOH) ist der Methylenblauzusatz so zu beschranken, 
dai der Farbumschlag des verwendeten Phenolphthaleins trotz der blaven 
Farbe des Methylenblaus noch wahrgenommen werden kann, Kiihlt man 
nach beendigter Entfairbung der Ansiatze die Réhrehen kurz in Eiswasser. 
so kann man auch bei leichtem Schiitteln so rasch titrieren, daB noch keime 
Reoxydation des Methylenblaus auftritt. Eine Titration im Vakuum bzw 
bei Sauerstofffreiheit kann dann umgangen werden. 

Es sei noch hinzugefiigt, daB auch ohne Kohlenoxyd geringe Methyle 
blaumengen durch die alkalische Reaktion im Licht entfarbt werden (!e 
n/20 NaOH 25 + Methylenblau, bei n/200 NaOH maximal 5 4). Im Dunkel 
findet keine Entfairbung unter diesen Bedingungen statt. Nur bei alkalische! 
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Reaktion muB also eine geringfiigige Reduktion des Methylenblaus im Licht 
auch ohne Gegenwart von Kohlenoxyd beriicksichtigt werden. 

Ohne EinfluB auf den Ablauf der Reaktion waren Formaldehyd, 
Formiat, Ferro-, Ferri-, Cupro- und Cupriionen. 


Statt eimer wasserigen Lésung kann auch Athylalkohol, Methylalkohol 
oder Aceton benutzt werden. 

Die Geschwindigkeit der Entfarbung ist bei — 30° nur etwas gr6éBer 
als bei + 5°. 

Bei der Feststellung des Temperaturkoeffizienten der Reaktion ist 
pesonders auf die Anwesenheit von O,-Spuren zu achten. Die Reoxydation 
des gebildeten Leukomethylenblaus durch Luft ist temperaturabhangig, so 
daB z. B. ein O,-Zusatz bei 30° durch teilweise Riickoxydation des gebildeten 
Leukomethylenblaus den Reaktionsablauf hemmt; bei 5° erfolgt mit dem 
gleichen O,-Zusatz diese Riickoxydation soviel langsamer, die temperatur- 
unabhangige Hydrierung des Methylenblaus aber fast ebenso schnell, so 
daB unter diesen Bedingungen die Entfirbung bei 5° wesentlich raschet 
erfolgt als bei 30°. 

Bei saurer, neutraler oder leicht alkalischer Reaktion ist zum 
Ablauf der hier beschriebenen Reaktion die Anwesenheit von Kohlen- 
oxyd unbedingt erforderlich. Andere Gase (COs, No, He) allein fiihren 
zu keiner Entfirbung des Methylenblaus. AuBerdem ist Freiheit von 
Sauerstoff Voraussetzung dafiir, um die Entfarbung eines Redox- 
farbstoffes verfolgen zu kénnen. 

Ferner ist bei diesem py die Einwirkung von Licht erforderlich, da 
die Reaktion im Dunkeln zu langsam verlauft. 

Die Anwesenheit eines Wasserstoffacceptors ist notwendig, wenn 
die Reaktion einigermaBen in Gang kommen soll. Am haufigsten wurde 
Methylenblau verwendet. Es lassen sich aber ebensogut alle anderen 
Redoxfarbstoffe (s. oben) verwenden. Schon die Tatsache, daB so viele 
Farbstoffe von ganz verschiedener Farbung geeignet sind, spricht 
dafiir, daB nicht die Absorption einer bestimmten Wellenlange durch 
den Farbstoff entscheidend ist. Daf die Redoxfarbstoffe in diesem 
Falle als Wasserstoffacceptoren und nicht als Photosensibilisatoren 
wirken, 1a8t sich dadurch beweisen, daB auch ,,ungefarbte** Redox- 
systeme (Adrenalin, Dehydroascorbinsaure) geeignet sind, die Reaktion 
zu katalysieren. Der Ablauf der Reaktion kann dann natiirlich nicht 
durch die Entfarbung, sondern nur durch die Titration der bei der 
Oxydation von CO gebildeten Kohlensaure verfolgt werden. 

Da aber andererseits die Einwirkung des Lichtes so deutlich und 
so notwendig und der Temperaturkoeffizient der Reaktion sehr niedrig 
ist, muB eine photochemische Reaktion angenommen werden. Man 
mu8 eine Anregung der H,-Acceptoren im Licht annehmen, wenn man 
nicht einen primaren Angriftspunkt des Lichtes am CO-Molekiil swppo- 
nieren will. 

Alle benutzten Redoxfarbstoffe sind ohne weiteres — unabhangig 
von ihrer Stellung in der Redoxskala — als Hy-Acceptoren brauchbar. 
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Auch, die am starksten negativen Redoxindikatoren, wie Neutrairo: 
(E,, bei px 7,0: — 0,370 Millivolt) und Phenosafranin (— 0,525), lassen 
sich als Wasserstoffacceptoren verwenden. Das Freiwerden von Wasser. 
stoff kann also an der kraftigen Reduktionswirkung selbst auf die am 
schwersten zu hydrierenden Farbstoffe erschlossen werden. 

Bei einer leicht alkalischen Reaktion verlauft die Entfarbung sehr 
viel rascher. Bestrahlt man den Ansatz in n/400 NaOH, so 1aBt sich 
feststellen, daB wahrend des Reaktionsablaufes Alkali in erheblichem 
Ausma8 verschwunden ist. Durch mehrmaliges Nachfiillen des gleichey 
Rohrchens mit CO laBt sich successive alles anfanglich vorhandene 
Alkali zum Verschwinden bringen. Es mu also eine Saure im Reaktions. 
verlauf entstanden sein. Der Natur der Lage nach muB es sich um 
Kohlendioxvd handeln. Ameisensdure lieB sich nicht nachweisen 
Dadurch da in der Gleichung | die Reaktionsprcdukte Wasserstoff 
und Kohlensdure abgefangen werden, ist es verstandlich, da das 
Gleichgewicht der Reaktion stark nach rechts verlagert wird. 


Tabelle I. 


Volumen: 4c¢em; Licht :*1000-Watt-Lampe, 50 em Abstand.  Fliissigkeite: 
mit CO gesattigt. Sauerstofffreiheit. Ohne CO keine Entfarbung. 





25 y Methylenblau 50 y Methylenblau 
in wiassriger Lésung in n/400 NaOH 


Entfairbungszeit in Min. Entfarbungszeit in Min. 





Dunkel Licht i Dunkel e Licht 


oc 3 30’ Y’ 


In diesem leicht alkalischen Milieu ist bei Lichtzufuhr das Vor 
handensein eines Redoxsystems nicht mehr nétig. Bestrahlt man also 
die kohlenoxydgesattigte n/4C0 Natronlauge, so ]aBt sich das entstanden 
Kohlendioxyd titrimetrisch feststellen. Es entsteht maximal diejenige 
Menge von Kohlenséure, die nach der Léslichkeit des Kohlenoxyds 
iiberhaupt gebildet werden kann. Im Dunkeln dagegen findet fast kein 
Verbrauch von Alkali ohne Gegenwart eines Redoxfarbstoffes statt 
Dabei ist es méglich, im Dunkeln bei dieser leicht alkalischen Reaktion 


Tabelle Il. In 10Min. in 4cem CO-gesattigtes n/200 NaOH ge 
bildete Kohlensauremengen (in ccm n/200 Saéuredquivalent ). 
Ohne CO entsteht keine Saure. 





Im Dunkeln i Im Licht 


ohne Mb mit Mb ohne Mb mit Mb 


0,09 0,36 0,49 1,68 
Mb 200 + Methylenblau. 
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Methvlenblau zu entfarben und ein entsprechendes Verschwinden von 
Alkali nachzuweisen. Bei leicht alkalischen Reaktionen geniigt es also, 
allein das Kohlendioxyd abzufangen, wenn man Energie in Form von 
Licht zufiihrt. Im Dunkeln dagegen ist zur Erzielung einer geniigen- 
den Reaktionsgeschwindigkeit auBerdem noch das Abfangen des ent- 
stehenden Wasserstoffs durch ein Redoxsystem erforderlich. Auch 
diese Versuchsanordnung beweist deutlich, daB die Redoxfarbstoffe 
als Wasserstoffacceptoren und nicht als Photosensibilisatoren wirken. 

Bei noch starkerer Alkalisierung verandern sich die Verhaltnisse 
insofern, als eine Oxydation des CO zu CQ, sich auch im Dunkeln und 
ohne Anwesenheit eines Wasserstoffacceptors titrimetrisch nach- 
weisen laBt. 

Eine direkte Verbrennung des Kohlenoxyds zu Kohlensaure durch 
Spuren von Sauerstoff ist deswegen abzulehnen, weil die Menge der 
entstehenden, nachweisbaren Kohlensdure zu grof ist, als daB die 
Herkunft des Sauerstoffs aus einer Spurenverunreinigung erklart 
werden kénnte. 

In den Versuchen, in denen absichtlich Sauerstoff in verschiedenem 
AusmaB (0,1 bis 10 Vol.°,) zugesetzt wurde, entsteht annahernd gleich- 
viel Saure. Ein wesentlicher Einflu&8 von Spuren physikalisch gelésten 
Sauerstoffs ist also abzulehnen. Die Versuchsanordnungen, in denen 
absichtlich Sauerstoff zugefiihrt wurde, unterscheiden sich natiirlich 
von den streng sauerstofffreien Versuchen dadurch, daB das zugesetzte 
Methylenblau nicht entfarbt wird. Der vorhandene Sauerstoff ,,regene- 
riert’‘ das anfallende Leukomethylenblau immer wieder zu Methylenblau. 

Die entstehende Kohlensaure entspricht bei optimaler Anordnung 
der rechnerisch zu erwartenden Menge. Ebenso entspricht die entfarbte 
Methylenblaumenge der Erwartung. 

Es sei im tibrigen noch auf die altbekannte Tatsache hingewiesen, 
daB Kohlenoxyd in véllig trockenem Zustand nicht verbrennbar ist, 
sondern daB dazu Spuren von Wasser erforderlich sind. Vor allem ist 
noch auf die bekannten Untersuchungen von Wieland (3) und Bodenstein (4) 
zu verweisen. Wieland war schon die Verbrennung von Kohlenoxyd 
ohne Sauerstoffanwesenheit in Gegenwart von Wasserdampf und 
Palladiumschwarz gelungen. 

Die Veréffentlichung der Versuche an dieser Stelle erfolgt haupt- 
sichlich deshalb, um auf eine Fehlerméglichkeit bei Messungen von 
Zellatmungen nach der Barcroft-Warburgschen oder nach der Thunberg- 
Methode aufmerksam zu machen. Bei der ersten Methode wird ja 
zumeist kein unphysiologischer Redoxfarbstotf zugesetzt. Da aber 
immer geniigend andere Wasserstoffacceptoren vorhanden sind, so ist 


mit der Méglichkeit der Uhberlagerung der von mir beschriebenen 


Reaktion mit den eigentlichen Atmungsvorgingen zu rechnen. Bei 
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der Anwendung der Thunbergschen Methodik wird ein direkter Melyy. 
verbrauch von Methylenblau oder anderen Indikatoren vorgetiiuselt 
Bei der manometrischen oder volumenmessenden Methodik ware 7); 


beriicksichtigen, da bei der hier beschriebenen Reaktion (unter der 
Voraussetzung, daB das entsprechende H, gebunden wird) das Cas 
volumen sich zwar nicht andert, daB aber die mehr gebildete Kohlen 
saure failschlicherweise auf das Konto der Zelltatigkeit gesetzt wird 

Es erscheint méglich, daB manche Befunde von einer Steigerung 
der Atmung durch Kohlenoxyd, ihrer weiteren Steigerung durch be 
lichtung, vor allem, wenn sie mit starken Anderungen des respirator. 


schen Quotienten einhergeht, durch die Ubereinanderlagerung der hier 
beschriebenen Reaktion mit der eigentlichen Atmung der Zelle erklart 
werden kénnen. 

Zusammenfassung. 


Bei saurer oder neutraler Reaktion ist es méglich, durch Belichtung 
in Thunberg-Réhrchen Kohlenoxyd in wasseriger Lésung zu Kohlen- 
saure zu oxydieren im Sinne der Wassergasgleichung: CO — H,0 

CO, + Hy. Der entstehende Wasserstoff laBt sich an der Hydrierung 
verschiedener Farbstoffacceptoren zeigen. Bei leicht alkalischem 
Milieu wird die entstehende Kohlensaéure gebunden: sie laBt sich titri 
metrisch nachweisen. 

Wahrend bei neutraler Reaktion zum Ablauf dieser Reaktion 
Belichtung wnd Anwesenheit von Wasserstoffacceptoren ndétig sind, 
sind bei schwach alkalischem Milieu entweder nur Belichtung ode; 
Anwesenheit von Wasserstoffacceptoren nétig. 

Es 1aBt sich also bei Zimmertemperatur Kohlenoxyd in wasseriger 
Lésung zu Kohlensaéure oxydieren und gleichzeitig Wasser zu Wasser- 
stoff reduzieren, wobei es fiir den Ablauf dieser Oxydoreduktion un- 
wesentlich ist, ob freier Sauerstoff anwesend ist oder nicht. 

_ Es wird auf die Fehlerméglichkeit aufmerksam gemacht, die bei 
der Einwirkung von Kohlenoxyd auf die Atmung von Zellen in vitro 
durch die Summierung dieser rein anorganisch bedingten Kohlensaure- 
entwicklung mit der durch die Atmung gebildeten Kohlensaure erfolgt. 
Es erscheint immerhin méglich, daB die an verschiedenen biologischen 
Objekten gefundene Aktivierung der Atmung durch Kohlenoxyd nicht 


reell ist, sondern vorgetauscht wird durch die hier beschriebene, bisher 


nicht beachtete Fehlerméglichkeit. 
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(ber die quantitative Bestimmung von Pentosen 
und Pentosanen mittels Bromwasserstoffsiiure. 
1. Mitteilung: 
Ausfiihrung der Bestimmung. 
Von 
(i. Jayme und P, Sarten. 
Aus dem Institut fiir Zellstoff- und Papierchemie (Forschungsinstitut des 
Vierjahresplanes) an der Technischen Hochschule Darmstadt. | 
(Eingegangen am 2. April 1941.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor kurzem berichteten wir in einer vorlaufigen Mitteilung! tiber 
lie besondere Eigenschaft der Bromwassersto/fsdure, aus Pentosen in 
quantitativer Ausbeute Furfurol zu bilden, und stellten eine ausfiihrliche 
Veréffentlichung unserer Ergebnisse in Aussicht. Bei dem sehr umfang- 
reichen Versuchsmaterial wird dies noch einige Zeit in Anspruch nehmen. 
(Um den Anfragen, die an uns beziiglich der genauen Ausfiihrung der 
neuen Methode ergangen sind, entgegenzukommen, haben wir uns ent- 
schlossen, diese jetzt schon in allen Einzelheiten zu veréffentlichen. 
Die Griinde, die zur Festlegung der Versuchsbedingungen gefiihrt haben, 
werden dem Gesamtbericht, der ebenfalls in dieser Zeitschrift erscheinen 
soll, zu entnehmen sein. 


\usfiihrung der quantitativen Bestimmung des aus Pentosen oder 
Pentosanen mittels Bromwasserstoffsiure gebildeten Furfurols. 


A. Apparatur. 


Wie aus der nachstehenden Zeichnung (Abb. 1) hervorgeht, besteht 
die Apparatur aus verschiedenen, mit Schliff versehenen Teilen, die 
im folgenden naher beschrieben sind. Als Destilliergefa dient ein 
Stehkolben (2) von 250 bis 500 cem Inhalt mit Normalschliff. Fiir Holz- 
meh], das mittels Wasser nur schwer aus dem Wageglaschen iiberfiihrbar 
ist, empfiehlt es sich, einen leichten 250 oder 300 ccm fassenden Steh- 
kolben aus Jenaer Glas mit Normalschliff zu verwenden, in den die 
Einwaage zweckmaBig unmittelbar eingetragen und der dann aus- 
yewogen wird. 

Auf dem Stehkolben sitzt mittels Schliff der Destillieransatz (1), 
auf den ein mit 50 ccm Teilung versehener, etwa 200 ccm fassender 
Tropftrichter angesetzt ist. 


' G, Jayme u. P. Sarten, Naturwiss. 28, 822, 1940. 
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Die Verbindung von Destillierrohr. zum Kugelkiihler (3) erfoly: 
gleichfalls durch Normalschliff. Der Kiihler ist lotrecht gestellt un 
tienes : mittels eines Schliffes mj; 

toom|=| | | einem kleinen, auf 50 con 

geeichten Tropftrichter (4 
verbunden. Dieser hat zi; 


7 
oberer Jropttrichter 
mit Destilieransalz 


880 


— 419 - 
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bindung zum = Absorptions 
rohr, das mit 8 cem 13 gew 
‘ ° iger HCl und Raschig 
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normalen 500 cem-Mebko 
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ansatz zum MeBkolben (5 
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Abb. 1. Apparatur zur Furfurolbestim- jede Verkohlung an der 
mung nach Jayme und Sarten. Kol benwand vermieden 
Ma8e in mm. 


B. Reagenzien. 
1. Zur Destillation: 40 gew.-°,ige Bromwasserstoffsaure, 
d = 1,37, bromfrei. 


2. Zur Titration:  n/20 Bromatlésung (1,392 g K BrO, und 
10g KBr im Liter), 
n/20 Thiosulfatlésung, 
Ammoniummolybdatlésung, 25g im_ Lite! 
verdiinnte Salzsaure (2 n), 
Jodkalium-Lésung, 10 ° ig. 
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Quant. Bestimmung von Pentosen usw. mittels Bromwasserstoffsaure. I. 11] 


3. Zur Fallung: 1° ige Barbitursdurelésung in 13 gew.-°jiger 


Salzsaure, 

37 gew.-° ige Salzsiure, zum Einstellen der 
13° igen Lésung, 

13 gew.-° ige Salzsiure zum Auffiillen auf 
500 cem., 


('. Ausfiihrung der Destillation. 

Die Einwaage soll so gewahlt werden, daB etwa 0.15 bis 0.2 ¢ 
Furfurol bei der Destillation entstehen. Je nach Pentosangehalt werden 
deshalb 0,6 bis 2 g Holzmehl oder 0,6 bis 5 g Zellstoff in den Reaktions- 
kolben eingebracht. Bei Pentosen geniigt eine Einwaage von 0,2 bis 
03g. Nach Zugabe von 75 cem Wasser und Siedesteinchen wird die 
Apparatur zusammengesetzt, in das AbsorptionsgefaB eine Menge von 
Seem 13 °ciger Salzsiure eingefiillt, der Kiihler eingeschaltet und erst 
dann durch den Tropftrichter 75 ccm 40 gew.-° ige Bromwasserstoff- 
siure zuflieBen gelassen, so daB eine 23,1 gew.-°ige HBr entsteht: 
hierbei ist zu beachten, daB der Hahn vor Ablaufen der gesamten Fliissig- 
keit wieder geschlossen wird, da die Furfurolbildung bei der Zugabe der 
konzentrierten Saure sofort einsetzt. 

Nun wird der Tropftrichter bis zur 200 cem-Marke mit destilliertem 
Wasser aufgefiillt und die Destillation in Gang gebracht. Bei starker 
Flamme soll die Destillationsgeschwindigkeit 200 com pro Stunde, also 
30 cem in 15 Minuten betragen. Hat das Destillat die 50 cem-Marke 
am unteren Tropftrichter erreicht, so wird der Hahn geéffnet, bis das 
Destillat in den MeBkolben abgeflossen ist, und dann wieder geschlossen. 
Gleichzeitig wird durch den oberen Tropftrichter eine Menge von 
50cem Wasser in den Reaktionskolben gefiillt und weiter destilliert. 
Nach Destillation von achtmal 50 cem 400 ccm ist fiir Xylose die 
Destillation beendet. Bei Stoffen, die neben Xylose noch andere Pen- 
tosen enthalten, wird nach Auswechseln des MeBkolbens weiter de- 
stilliert und in den zweiten 400 ccm Destillat das Furfurol getrennt 
bestimmt. Sind darin nennenswerte Mengen Furfurol vorhanden, so 
ist hierdurch die Anwesenheit anderer Pentosen angezeigt, so z. B. die 
von Arabinose oder Rhamnose. 

Nach beendigter Destillation wird zunachst die Flamme abgestellt, 
der Reaktionskolben mit dem Destillieransatz entfernt und im Kiihler 
so nachgespiilt, daB das destillierte Wasser an den oberen und unteren 
Wandungen entlanglauft. Dann wird der MeBkolben samt Tropftrichter 
abgenommen und durch Neigen die Salzsaure aus dem Absorptionsrohr 
inden Kolben gebracht, mehrmals Absorptionsgefai und ‘Tropftrichter 
mit Wasser nachgespiilt und dann durch Wasserzugabe auf die Marke 
eingestellt. Damit ist die Destillation beendet. Das erhaltene Destil!lat 
muB8 in allen Fallen vollkommen wasserklar und farblos sein. 
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D. Bestimmung des Furfurols. 
1. Durch Titration. 


50 cem des Destillates werden in einem Schliff-Erlenme yer wi: 


3,8 com 2n oder 2 ccm 13 °.iger Salzsaure versetzt, dann 10 cem Am 


moniummolybdatlésung zugegeben und schlieBlich mit 20 cem 1 2) 
Bromid-Bromatlésung versetzt. Nach 4 Minuten, von beginnende; 
Gelbfarbung an gerechnet, wird Kaliumjodidlésung zugegeben, 5 bis 
10 Minuten stehen gelassen und dann mit n/20 Natriumthiosulfat, ay 
zweckmaBigsten aus einer 25 cem-Biirette, das tiberschiissige Bromat 
zuriicktitriert. Werden nun bei dieser Titration mehr als 10 cem oder 
weniger als 5 ccm Thiosulfat zur Riicktitration benédtigt, miissen bei der 
folgenden Titrationen 15 oder 25 ccm Bromid-Bromatlésung vorgelegt 
werden. Dieser erste Wert dient nur zur Orientierung fiir die nun 
folgende genaue Bestimmung. 

Hierzu werden 50 ccm des Destillates mit Ammonmolybdat und 
3,8 ccm 2n Salzséure versetzt und auf 14 bis 159 C abgekiihlt; es wird 
die erforderliche, aus der ersten Titration berechnete Menge Bromat 
lésung zugefiigt, dann von beginnender Gelbfarbung ab, wobei es zweck.- 
maBig ist, den Kolbeninhalt gut zu schiitteln, 4 Minuten lang gewartet, 
Jodkalium-Lésung zugegeben und nach 5 bis 10 Minuten das restliche 
Bromat durch Titration mit n/20 Thiosulfat (25 ecm Biirette) bestimmt 
Diese Titrationswerte ergeben den tatsdchlichen Pentosangehalt, wenn das 
gefundene Furfurol mit dem theoretischen Faktor 1,375 multipliziert 
wird. Der Umrechnungsfaktor fiir Pentosen betragt 1,5625. Ox, 
methylfurfurol wird nach diesem Verfahren nicht gebildet, kann dem 
nach auch bei der Titration nicht mitbestimmt werden. 


2. Durch Fallung. 


_ Da die Titrationsmethode nur bei genauer Einhaltung der Vor- 
schrift genaue Resultate liefert, ist in vielen Fallen die zeitraubendere 
und teurere Barbiturséuremethode vorzuziehen. 

Hierzu werden 150 bis 250 ccm des Destillates in einem 1000-ccn- 
Becherglas mit der berechneten Menge 1 °jiger salzsaurer Barbitursaure- 
lésung, der berechneten Menge 13°(iger Salzséure und nach guten 
Verriihren mit der erforderlichen Menge 37° iger Salzsaéure versetzt 
Die Barbitursiuremenge betragt die 6fache des Furfurols und ist aus 
der ersten orientierenden Titration mit geniigend groBer Genauigkeit 
berechenbar. Die Salzsiurekonzentration soll nach Zugabe aller Rea 
genzien 13 Gew.-° betragen. Die konzentrierte HCl mu immer 
zum SchluB zugesetzt werden, da sie sonst wahrend des Eingielens 
értliche Kondensation hervorruft. Nach der Zugabe der konzentrierte! 
Salzsdure wird einige Minuten geriihrt. Der sich bildende gelbe Nic«er- 
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schlag von Furfuralbarbitursaure wird nach 24 Stunden durch einen 
uf Konstanz getrockneten G 3-Glasfiltertiegel filtriert, wobei bei sehr 
yroben Niederschlagsmengen zweckmabig zum quantitativen Uber- 


fihren auf den Tieget die Mutterlauge verwendet und erst nach gutem 
Absaugen, wobei der Filterkuchen zerreiBt, mit 200 cem kaltem Wasser 
siurefrei gewaschen wird. Im allgemeinen sind die Niederschlagsmengen 
nicht so groB, daB Filtrierschwierigkeiten eintreten. Der Niederschlag 
st meistens kristallin: sollte er flockig bleiben und sich nicht klar ab- 
setzen, So kann er durch langeres Stehen im Eisschrank in eine leicht 
und klar filtrierbare Form iibergefiihrt werden. Er wird 4 Stunden im 
Trockenschrank bei 105°C getrocknet und zur Kontrolle nochmals 
2 Stunden nachgetrocknet. Zu langes Stehen im Trockenschrank ist 
mu vermeiden, da sonst Zersetzung eintreten kann. Zur Weiterverwen- 
dung wird der Filtertiegel mit verdiinnter Ammoniaklésung vgereinigt 


ind gut ausgewaschen. 


Die Menge der 37 ° igen Salzsdure, die zur Einstellung der Gesamt- 
isung auf 13°. HCl notwendig ist, richtet sich nur nach der Menge des 
wut Fallung verwendeten Destillates, da die Barbitursaure in 13°. iger 
Salzsaure gelést ist: 

cem eingesetztes Destillat: 50 100 150 200 250 
ccm 37 gew.-°,ige HC: 26.5 53 79.5 106 132.5 

Berechnung der erforderlichen Barbitursdurelésung (1° ig, in 
13° iger HCl): 
b-c-6-100-p 


ecm Barbitursaure 
cm vitursaure 500 - 100 


Einwaage in g, 
cem eingesetzte Losung, 
p= %, Furfurol, durch 1. Titration ermittelt. 


Wird statt von 500 cem von 1000 cem Destillat ausgegangen, so ist im 
Nenner 500 durch 1000 zu ersetzen. 


Berechnung des Furfurolwertes. Da die Furfuralbarbitursaure etwas 
islich ist, in reinem Wasser starker als in 13 °iger Salzséure, muB bei 
der Berechnung ein durch Fallung von reinem, frisch destilliertem 
Furfurol mit Barbiturséure unter denselben Bedingungen empirisch 
sefundener Korrekturfaktor beriicksichtigt werden, der der Tabelle I 
mm entnehmen ist. 

a-g- l0O- 100-0466) 
e-T 
Auswaage Furfuralbarbitursaure in g, 
Einwaage Substanz in g, 
= Trockengehalt der Substanz in ° 
Korrekturfaktor, 
0,466] Umrechnungsfaktor Furfurol aus Furfuralbarbitursaure. 


0 


, Furfurol 


a 
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Tabelle I. 


G. Jayme u. P. Sarten: 


Qu 


x 


Umrechnungsfaktoren fiir Furfuralbarbitursau:; 
fallungen in 13° iger Salzsaure. 





Auswaage 


Korrektur- 
faktor 


y 


Auswaage 


Korrektur- 
faktor 


y 


Auswaage 


Korrektur 
faktor 


q 


Auswaage 


Korrektur 
faktor 4 


1,0156 
1,0161 
1,0166 
1,0174 
1,0185 
1,0199 
1,0220 
1,0238 
1,0267 
1,0295 
1,0332 
1,0375 
1,0425 
1,0480 
1,0542 
1,0580 


1,0070 
1.0075 
1,0080 
1,0085 
1,0090 
1,0095 
1,0100 
1,0105 
1,0111 
1,0116 
1,0123 
1,0128 
1,0134 
1,0139 
1,0145 
1,0150 


0,16 
0,15 
0,14 
0,13 
0,12 
0,11 
0,10 
0,09 
0,08 
0,07 
0,06 
0,05 


0,04 
0,03 


LOuIS 
1,0667 


0,78 
0,76 
0,74 
0,72 
0,70 
0,68 


1,10 
1,08 
1,05 
1,04 
1,02 
1,00 
0,98 
0,96 
0,94 
0,92 
0,90 
O88 


1,0000 
1.0000 


0,46 
0,44 
0,42 
0,40 
0,38 
0,36 
0,34 
0,32 
0,30 
0,28 
0,26 
0,24 
0,22 
0,20 
0,18 
0,17 


l O7Li 
10780 
1,0844 
1,0913 
1.0982 
i 104 
1,1230 
J.1500 
1,1770 
1,2540 
1,3514 
1,5038 


1.0000 
1,0005 


1,0010 
1,0015 
1,0020 
1,0025 
1,0030 
1.0035 


1,0049 
1,0045 


1,0050 
1,0055 


1,0060 
1,0065 


0,66 
0,64 
0,62 
0,60 
0,58 
0,56 
0,54 
0,52 


0,50 
0,48 


0,86 
0,84 
0,82 
0,80 











Zur Erlauterung sei noch folgendes bemerkt: Kleinere Niede 
schlagsmengen als 0,03 g wurden im Hinblick auf die Unsicherheit wn 
die Héhe der dazugehérenden Faktoren nicht mehr in die Tabelle aut 
genommen. In einem solchen Falle empfiehlt es sich, die Fallung mit 
Thiobarbitursdure vorzunehmen, die, gelést in einer 0,5 °% igen 13° iv 
salzsauren Lésung, in der doppelten Menge, auf Furfurol gerechne 
verwendet werden Ein gréBerer UberschuB verursacht dure! 
MitreiBen des Fallungsmittels Fehlresultate. 

Ein Ausbleiben der Barbiturséurefallung, auch nach 48stiindigen 
Stehen und sehr fleiBigem Riihren, bedeutet, daB die vorliegenie 
Furfurolkonzentration unter 0,001 %, liegt; ein Ausbleiben eines Thio- 
barbitursdureniederschlages entspricht einer Furfurolkonzentration (es 
Ansatzes unter 0,00025%. 

In den meisten Fallen ist es durch Einsetzen einer entsprechende: 
Einwaage méglich, Furfurollésungen in hinreichender Konzentratio 
zu erhalten. 

Da bei der Destillation mit HBr kein Oxymethylfurfurol gebildet 
wird, ist sowohl der Barbitursiure- als auch der Thiobarbitursiur 
niederschlag frei von Oxymethylfurfural-Barbitur- bzw. -Thiobarbitur- 
saure. 


soll. 


E. Beispiel einer Pentosanbestimmung in Buchenholz. 


Ausgangsstoff: In der Nellko-Miihle gemahlenes und _ gesicbtes 
Buchenholz. 





JOUIS 


S667 
O71 
OTR 
0544 
0913 
sO9R? 
s 110i 
1230 
1d00 
1770 
2540 
ool4 
5038 
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Kinwaage: 1,1005 g, Trockengehalt in emer Parallelprobe bestimmt: 
91,03 %, 
Kinwaage also 1,0018 ¢ abs. tr. 
yvvcem Destillat, auf 500 cem aufgefiillt. 
|. Titration: Je 50 ecem von 500 cem: 
a) bei gew. Temp.: Vorgelegt 15¢cem n 20 Bromat 
Zuriicktitr. 7,08 cem n/20 Na,S,O, 
Verbraucht 7,92 cem n/20 KBrO, 
7,92 -0,24- 10-100 
1,1005 - 91,03 
b) bei 14 bis 15°C: Vorgelegt 15cem n 20 Bromat 
Zuriicktitr. 7,45 ceem n/20 Na,S8,O, 


. oP > 
F,, Furfurol % 


= 18,99 %. 


Veirbraucht 7,55 ¢cem n/20 Bromat 
7,55 - 0,24 - 10 - 100 


ye é : 0 
F,, Furfurol % = 1.1005 - 91,03 = 18,10 %. 


2. Fdllung: 200 cem von 500 cem. 
50 1 Sige Barbitursaure, 
144 ., 13° ,ige HCl, 
106 ,, = 37% ige HCI. 
Auswaage = 0,1434¢; m = 1,0716. 
__ 0,1434 - 1,0716 - 0,4661 - 5 - 100 - 100 


o/ 
F;, Furfurol % 2. 1.1005 - 91,03 


Berechnung auf Xylosewert des Holzes: 


Furfurolwert = 17,87 °, 
Xylosewert F, - 1,5625 = 27,92°. 


Berechnung auf Pentosan im Holz: 


Pentosan = F, - 1,375 

















Uber die Proteine 
des wiisserigen Extrakts der Skelettmuskeln, 
Von 
N. S. Drozdov (Drosdow), W. L. Minkowskaja und N. P. Dreiling. 
(Aus dem Lehrstuhl fiir Biochemie des Tierarztlichen Instituts, Woronesc! 
(Eingegangen am 18, Februar 1941.) 

Mit | Abbildung im Text. 


[n seiner umfangreichen Untersuchung, die vorwiegend das Musk 
plasma des Kaninchens zum Gegenstand hatte, hat O. Fiirth (1) fest 
gestellt, daB zu den Bestandteilen des Muskelplasmas zwei Protein 
gehéren: das Muskelglobulin — Myosin und das Muskelalbumin — My 
gen. Die Eigenschaften dieser Proteine wurden in der Folgezeit in den 
Arbeiten von H. Weber (2), A. Muralt und J. Edsall (3) und andere: 
Forscher eingehend untersucht. 

M. Piettre (4) hat durch Koagulation des Muskelplasmas mit 
Ather und Aceton Eiweif isoliert, das von ihm Myoalbumin benannt 
jedoch nicht eingehender erforscht und mit geniigender Prazisio 
gekennzeichnet wurde. 

K. Meyer und H. Weber (5) kamen bei Untersuchung von Eiweil 
kérpern des Salzplasmas und des Muskelsaftes des Kaninchens zu den 
SchluB, daB auBer Myosin und Myogen noch ein drittes Protein vor 
handen sei, das von ihnen als ,,Globulin X‘* bezeichnet wurde. [hren 
Beobachtungen gemaB hat dieses Protein einen isoelektrischen Punkt 
der demjenigen des Myosins analog ist (px = 5,0), es weicht jedoch 
durch seine Léslichkeit in Salzlésungen, die niedrige Viskositat und das 
Ausbleiben einer Strémungsdoppelbrechung von letzterem stark ab 

Ein wenig friiher hat Finn (6) hervorgehoben, daB das Myogen aus 
zwei Fraktionen besteht, die sich nach der Geschwindigkeit der Denatu- 
rierung voneinander unterscheiden, wobei die leichter denaturierhare 
Fraktion etwa 30°, des GesamteiweiBes betragt. 

SchlieBlich hat E. Smith (7) in einer erst jiingst ver6ffentlichten 
Arbeit bei Untersuchung des Muskelplasmas und des Muskelsaftes des 
Kaninchens die Anwesenheit von vier verschiedenen Eiweiffraktionen 
im Plasma ermittelt, und zwar Myosin, Globulin X, Myogen und Myo 
albumin. Letzteres unterscheidet sich vom Myogen nach seinem iso 
elektrischen Punkte (px = 3,0—3,5), seiner Léslichkeit bei hohe 
Salzkonzentrationen und seinem Verhalten der Saureeinwirkune 
gegeniiber. Das Myogen und das Myoalbumin lieBen sich lediglich 1 
denaturiertem Zustand trennen. 
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Der Muskelsaft, d.h. eine aus den Muskeln durch Auspressen unter 
{nwendung eines Druckes von ~ 60 Atm. gewonnene Fliissigkeit, 
enthalt laut Meyer und Weber etwa 20°. des gesamten Muskelstick- 
stoffs; der extrahierte Stickstoff besteht zu 70°, aus EiweiB-N und 
zu 30° aus Rest-N. Der Eiweibstickstoff des Muskelsaftes wird von 
zwei Fraktionen gestellt: dem Globulin X und dem Myogen. 

Nach den Befunden von Smith ist der Muskelsaft eine Fliissigkeit, 
die bei pu 5,8—6,2 1,0—1,3° EiweiB-N enthalt; letzterer verteilt 
sich folgendermaBen: Myogen 75—80°>, Myoalbumin 5—7°, und 
Globulin X 15—17°. (Im Muskel betragt das Verhaltnis von Glo- 
bulin X zu Myogen nach Meyer und Weber 1:1, nach Smith 2: }.) 

Vorliegende Arbeit, die die erste aus einer Reihe unserer Unter- 
suchungen tiber die Eiweibkorper der Skelettmuskeln des Ochsen 
darstellt, soll die Extrahierbarkeit der Muskelproteine mit Wasser unter 
verschiedenen Extraktionsbedingungen und den Charakter der: in den 
wasserigen Extrakt tibergehenden Eiweiffraktionen klaren. Die Unter- 
suchungserge bnisse lassen sich den bereits bekannten Befunden in bezug 
auf EiweiBstoffe des Muskelsaftes gegeniiberstellen und erméglichen 
einen Vergleich zwischen Muskelsaft und wasserigen Muskelextrakten. 

In vorliufigen Versuchen wurde festgestellt, daB die Proteinfallung 
nicht bloB der wasserigen, sondern auch der Salzextrakte der Muskeln 
mit Methvlalkohol reversibel ist und von keiner Denaturierung der 
koagulierenden Proteine begleitet wird, falls die Fallung bei ungefanr 0° 
vor sich geht. Bereits bei einem rvlativ geringen Temperaturanstieg 
wird eine erhebliche Denaturierung der zu fallenden Proteine beobachtet. 

Die Ergebnisse der vorlaufigen Versuche haben erwiesen, dab 
Methylalkohol unter entsprechenden Bedingungen (Temperatur +- 1°) 
als Fallungsmittel zur Fraktionierung der Muskelproteine geeignet ist. 
Infolgedessen haben wir zur Bestimmung der Kurven der Eiweif- 
fillung von wasserigen Muskelextrakten das uns aus der Arbeit von 
S. Liv und H. Wu (8) bekannte Verfahren benutzt, die Methylalkohol 
zur Definition der EiweiSfallungskurven von Blutserum angewandt 
hatten. 


Gewinnung und Eigenschaften der wisserigen Muskelextrakte. 


Die quergestreiften Ochsenmuskeln (m. biceps femoris, m. semiten- 
dinosus) mit einem Durchschnittsgehalt an Stickstoff von 34°, 
(Eiwei8-N 88 °% und Rest-N 12°) wurden nach Verlauf 1 Stunde post 
mortem sorgfaltig zerkleinert und unter Umschiitteln mit destilliertem 
Wasser im Verhaltnis zum Muskelgewebegewicht von 1: 1, 1 : 2 oder 1:4 
extrahiert. 40 Minuten spiter wurde die Fliissigkeit abfiltriert, wobei 
der Gewebsrest abgepreBt wurde. Der gewonnene wisserige Extrakt 
stellte eine véllig durchsichtige, rétlich gefarbte Fliissigkeit von py 6.0 
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bis 6,2 dar. Der Stickstoff des wasserigen Extrakts besteht aus 60 — 7.) 
EiweiB-N und 30—40°, Rest N. 

In einer Reihe von Versuchen wurde festgestellt, daB bei eine 
derartigen einmaligen. Extraktion, unabhangig von der Menge des 
Extraktionsmittels, ~ 20%, des Gesamtstickstoffs und ~ 13°) des 
Eiweibstickstoffs des Muskels extrahiert wird. 


G. Quacliariello (9) hat fiir Myosin, Myogen und Gesamtmuske! 
den isoelektrischen Punkt im Bereich 4,5—5,0 ermittelt. Nach 2. Wo) 
lisch und H. Schriener (10) ist der isoelektrische Punkt des Myogens 4.4 
der des Muskelsaftes 4,2—4,6. Nach H. Weber liegt der isoelektrische 
Punkt des Myogens bei 6,3, der des Globulins X bei 5,0. Der nach dem 
Quellungsverfahren definierte isoelektrische Punkt fiir den Gesamt- 
muskel des Ochsen ist 4,2 (11). 

Der isoelektrische Punkt des wasserigen Muskelextrakts, der von 
uns nach dem Koagulationsverfahren und der kataphoretischen Methode 
bestimmt wurde, erwies sich als 4,2. 


Kurven der Proteinfallung des wiisserigen Muskelextrakts. 


Zur Bestimmung der Fallungskurven verwendeten wir, wie bereits 
erwahnt, eine Methode, die dem in der Arbeit von S. Liu und H. Wu 
geschilderten Verfahren entsprach. 

Alle Fliissigkeiten wurden in einer kalten Kammer bis auf + 1° ab- 
gekiihlt, der wiasserige Muskelextrakt sodann mit einem Gemisch von 
Methylalkohol und Wasser, unter Variierung des Gehalts an Methylalkohol 
nach folgendem Schema versetzt: 10 cem wasseriger Extrakt + (90 — A) com 
Wasser + A cem Alkohol. Auf diese Weise wurde eine Reihe von Gemischen 
mit einem Gehalt an Methylalkohol von 10 bis 90 Vol.-°, gewonnen. Die 
gefallten Extrakte wurden in einer kalten Kammer bei + 1° 2 Stunden 
lang stehengelassen, die ausgeflockten EiweiBniederschlage bei derselben 
Temperatur abfiltriert, ausgewaschen und dann der Stickstoff im Niede1 
schlag nach Kjeldahl bestimmt. Diese Bestimmungen wurden durch Kjel- 
dahlisierung der Filtrate kontrolliert. 

Die auf solche Weise gewonnenen Ergebnisse stellen die Mengen 
des gefallten EiweiBes in mg Stickstoff dar. 

Tabelle I gibt die Ergebnisse der EiweiSfallung der wasserigen 
Extrakte von vier Versuchen wieder (1:4, 1: 2, und 1:1). Die Mengen 
des unter Anwendung verschiedener Methylalkoholkonzentrationen 
gefillten Stickstoffs sind in % des Gesamt-N und des EiweiB-N cer 
untersuchten Extrakte ausgedriickt. Der vierte Versuch bezieht sich 
auf einen wasserigen Extrakt (1:1), der aus dem Muskelgewebe nach 
Ablauf von 24 Stunden post mortem gewonnen war. 


Die Resultate der Tabelle I ergeben graphisch dargestellt Kurven 
der Proteinfallung des wasserigen Muskelextrakts. Die unteren Kurven 
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Tabelle LI. 





Extrakt : j Be <3 1:3 <3 
{ 14,9mg Gesamt-N 35,7 mg Gesamt-N 68,3mg Gesamt-N 56,.8mg Gesamt-N 
jg ccm Extrakt : POA SD : 
ent halten 9,2mg EiweiB-N | 22,9 mg EiweiB-N 47,5 mg EiweiB-N 36,9mg EiweiB-N 
| (61,7 ° Gesamt-N)| (64,2% Gesamt-N) (69,0% Gesamt-N) (66,0 ° Gesamt-N) 
Menge des gefillten EiweiBes in °% 
Methylalkohol 


in Vol.-°/ Gesamt- Eiwei®- Gesamt- EiweiB- Gesamt- Eiwei8- Gesamt- Eiweib- 
N N N y N N N N 
10 9,4 15,2 14,4 22,4 9,4 14,0 6.8 10,5 
15 10,5 17,0 15,2 23,7 13,9 20,2 8,0 12,3 
20 13,0 21,2 18,5 28,8 14.9 21,6 8,9 123 
QE 13,6 22,0 19,9 31,0 16,4 24,4 9,4 14.4 
30 15,7 25,5 20,7 32,2 17.6 25,5 10,9 16,6 
35 16,7 27,0 21,4 33,4 19,0 27.5 13,0 20,2 
40 23 27,9 — 19,7 28,6 13,8 21,3 
45 18,9 30,6 27,6 43,0 22,0 32,0 16.6 25,6 
50 22.0) 35,6 32,7 50,9 26,8 39,0 19,2 29,7 
5b _ — — 38,7 56,0 31,0 48.0 
60 40,3 65,3 50,2 78,2 54,4 78,8 - 
65 ne we 55.4 86,2 57,5 88,5 
70 53,4 86,5 59,0 92,0 64,0 92,7 61,0 94,2 
75 56,5 91,5 61,0 95,2 65,4 94,8 62,0 95,7 
80 57,6 93,2 _ 66,3 96,0 62,6 96,4 
85 58.6 94,9 62,3 97,0 66,9 97,0 64,0 98,5 
90 60,7 98,2 63,4 98,9 69.0 100.0 65,0  100,0 


veranschaulichen das prozentuale Verhaltnis des gefallten Stickstotfs 
zum Gesamtstickstoff, die oberen zum Eiweibstickstoff der Extrakte. 

Die Kurven zeigen, daB die wasserigen Muskelextrakte zwei Eiweib- 
stammfraktionen enthalten: eine leichter fallbare, die bereits mit 
2) —25 % Methylalkohol vollstandig ausfallt, und eine schwerer fallbare, 
die erst bei 80° Methylalkohol ausfallt. Die leichte Koagulierbarkeit 
der ersten Fraktionen spricht fiir ihren Globulincharakter. Immerhin 
unterscheidet sich diese Fraktion von den wiblichen Globulinen durch 
ihre Léslichkeit bei sehr niedrigen Salzkonzentrationen, was sie dem 
Globulin X sehr ahnlich macht. Diese Ahnlichkeit nimmt noch zu bei 
Betrachtung der Kurven des vierten Versuchs, die den Nachweis er- 
bringen, daB die Extrahierbarkeit der globulinahnlichen Fraktion bei 
Muskeln in Totenstarre zusehends sinkt (bis auf 10 —15°, des Gesamt- 
eiweiBes des wisserigen Extrakts). In Einklang damit haben Meyer 
und Weber ermittelt, daB im Verlaufe der Totenstarre die Menge des 
mit Salzlésungen extrahierten Globulins X sich merkbar zu verringern 
vermag. 

Die globulinahnliche Fraktion — Globulin X bildet im Durch- 
schnitt 25° des GesamteiweiBes des wasserigen Extrakts, die tibrige 
Menge entfallt auf das albuminahnliche Myogen. Unser Ergebnis nahert 
sich im ganzen den Befunden von Smith tiber die EiweiBverteilung des 

g* 
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Muskelsaftes (15—17°%, Globulin X und 75—80°% Myogen) und stel 
dem von Finn erwaihnten Werte sehr nahe. 

SchlieBlich kann auf Grund unserer Forschung als festgeste|); 
gelten, daB die wasserigen Extrakte der Skelettmuskeln sich in de 
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Abb. 1. 


Stickstoffverteilung, den Fallungsgrenzen des léslichen EiweiBes, dem 
pu, dem isoelektrischen Punkt und dem Charakter der EiweiBfraktionen 
nicht vom Muskelsaft, der durch Auspressen des Muskels gewonnen wird 
unterscheiden. 


Zusammenfassung. 


Wasserige Extrakte (1:1, 1:2 und 1:4) vom Ochsenskelett- 
muskel enthalten 60—70 %, EiweiB-N und 30—40% Rest-N. In den 
wasserigen Extrakt gehen ~ 13% des EiweiBstickstoffs der Muskeln 
tiber. Der pxu-Wert der wasserigen Extrakte ist 6,0 —6,2, der isoelektri- 
sche Punkt ~ 4,2. 

Die EiweiSfallung, sowohl der wasserigen als der Salzextrakte cle 
Skelettmuskeln mit Methylalkohol ist bei einer Temperatur von — | 
reversibel, bei hdheren Temperaturen wird sie von einer betrachtlichen 
Denaturierung der zu fillenden Proteine begleitet. 
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Proteine des wasserigen Extrakts der Skelettmuskeln. 12] 


An Hand der Fallung der wasserigen Extrakte mit Methylalkohol 
bei ~ 1° wurden die EiweiSfallungskurven bestimmt. aus denen hervor- 
geht, daB die wasserigen Muskelextrakte zwei Stammfraktionen ent- 
halten: eine leichter fallbare, die mit 20—25°, Methylalkohol voll- 
stindig ausfallt und scheinbar mit dem Globulin X von Meyer und 
Weber identisch ist (25° des mit Wasser extrahierten Eiwei8-N) und 
eine schwerer fallbare, die erst mit 80°, Methylalkohol ausflockt und 
dem Myogen von Fiirth und Weber entspiicht. 

Wasserige Extrakte der Skelettmuskeln unterscheiden sich der 
Stickstoffverteilung, den Fallungsgrenzen des léslichen Eiweifes, 
dem pu, dem isoelektrischen Punkt und dem Charakter der Eiweil- 
fraktionen nach nicht von Muskelsaft, der durch Auspressen der 
Muskeln gewonnen wird. 
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Uber das Thiamin im Weizenkorn. 
Von 
L. H. Pulkki und K. Puutula. 
(Aus dem OTK.-Miihlenlaboratorium, Helsinki.) 
(Eingegangen am 21, Mdrz 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist allgemein bekannt, daB die Vitamine im Weizenkorn nicht 
gleichmaBig verteilt sind. So ist das Vollkornmehl reicher an Vitamine 
als das weiBe Kernmehl. Dieser vom Standpunkt der Ernahrungs!ehr 
wichtige Umstand ist auch fortgesetzt der Gegenstand eines stetiy 
wachsenden Interesses gewesen. 

Die Menge des Aneurins im Weizenkorn scheint im allgemeine: 
nur geringen Schwankungen unterworfen zu sein und wird meist «ls 
4,5 bis 6,5 y Thiaminchlorid je 1 g lufttrockenen Schrotes angegebe: 
Beziiglich des Auszugsmehles variieren die Angaben viel mehr, was i: 
Anbetracht der Mannigfaltigkeit der Ausmahlungsgrade sowie de: 
Vermahlungsmethoden auch durchaus natiirlich ist. Auch bei einige: 
anderen Vermahlungsprodukten des Weizens sind Bestimmungen de: 
Vitamins B, ausgefiihrt worden (1,2). Der Thiamingehalt scheint in 
allgemeinen mit dem Aschegehalt des Vermahlungsproduktes zu steigen 
weshalb man annimmt, da dieses Vitamin seinen Platz hauptsichilic! 
in den Schalenteilen des Korns hat. Diese Fragen sind indessen noc! 
lange nicht erschépfend geklart. 

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse einiger Versucli 
gebracht, die die nahere Klarung des Thiamingehalts verschiedene 
Mehle und anderer Vermahlungsprodukte des Weizens sowie desse 


Beziehung zum Aschegehalt derselben bezweckten. Auch das Ve! 
haltnis des Thiamingehalts zum Fettgehalt wurde im gleichen Zu 


sammenhang untersucht und ergab recht interessante Resultat 
AuBerdem wurden besondere Versuche zur Ermittlung des Thiami 
gehalts der auBersten Schalenschichten sowie der Verteilung dieses 
Stoffes im Korn ausgefiihrt. 


Methodik. 


Die Thiaminbestimmungen erfolgten nach der Hefegarmethode (°3. 4 
Fiir simtliche Versuche gelangte die Backereihefe der gleichen Fabri 
zur Anwendung: sie wurde allwéchentlich erneuert und in kithlem Raw 
aufbewahrt. Fiir jeden Versuch wurden | g Hefe und je nach den 
Thiamingehalt — 0,2 bis 1 g des zu untersuchenden Weizenproduk'e 
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abgewogen. Jede Versuchsreihe umfaBte einen Blindversuch, zwei Haupt- 
und zwei Kontrollproben mit reinem Thiaminchlorid, deren GréBe man 
so zu wahlen versuchte, daB& die Thiaminmengen der Hauptproben 
zwischen denjenigen der Kontrollproben zu liegen kamen. Der Gar- 
versuch dauerte 4 Stunden. Dieses Verfahren erwies sich als sehr 
empfindlich und lieferte bei genauem Arbeiten auBerordentlich gut 
reproduzierbare Werte. Es diirfte sich sicherlich vorziiglich auch fiir 
klinische Zwecke eignen, die Anspruch auf eine grobe Empfindlichkeit 
machen, insbesondere da die Methode ein leichtes und rasches Arbeiten 
gestattet und zu ihren Vorteilen auch eine relativ gute Spezifitat 
zahit (1, 5, 6). ‘ 

Die auf der Reaktion von Prebluda und Mc Collum beruhende und von 
Melnick und Field jr. (7) ausgebaute Methode lieferte in unseren Versuchen 
keine befriedigenden Resultate. Das reine Thiaminchlorid ergab im Pulfrich- 
Photometer wohl zuverlassige Werte, aus irgendeinem Grunde blieb aber 
der Adsorptions-ElutionsprozeB unvollstandig. Dureh unsere Versuche 
gelangten wir zu der Auffassung, daB die Methode nicht fiir Getreideunter- 
suchungen zu empfehlen ist. 

Die Fettbestimmungen fanden im Twisselmannschen Apparat mit 
Ather als Lésungsmittel statt. Die Extraktion erfolgte ohne vorherige 
Saureh ydrolyse. 

Von den vorliegend zur Anwendung gekommenen Weizenprodukten 
wurde der gréBte Teil aus einer Mischung erhalten, die in Finnland 
gewachsenen Timantti-Sommerweizen (Diamant, Svaléf) und argen- 
tinischen Baruso-Weizen im Verhaltnis 1 : 1 enthielt. Die kontinuierliche 
Aschereihe (s. Tabelle 1) ergab sich durch Mischung der aus der groBen 
Mithle erhaltenen Mehl passagen nach steigendem Aschegehalt in solehem 
Verhaltnis, da der jeweilig erwiinschte Aschegehalt erreicht wurde. 
Die Mithle arbeitet nach einem typischen englischen Vermahlungs- 
schema. 


Thiamingehalt verschiedener Vermahlungsprodukte und seine 
Beziehung zum Asche- und Fettgehalt derselben. 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I sowie Abb. 1 und 2 zu- 
sammengefaBt. Der Thiamingehalt ist in y je 1g der untersuchten 
Proben angegeben, weil sich dadurch ganzzahlige Werte erzielen lassen. 
Dieser Art der Wiedergabe kommt ferner der Vorteil zu, daB die Vitamin- 
mengen dabei auch in mg/kg oder g/t zum Ausdruck gebracht werden 
kénnen, welch letzterer Fall z. B. bei der Planung einer fabrikmaBigen 
Herstellung der Praparate in Frage kommen kénnte. Zur Erleichterung 


des gegenseitigen Vergleichs sind samtliche Thiaminmengen auf das 


Trockengewicht des untersuchten Materials ebenso wie auf ein solches 
mit dem Feuchtigkeitsgehalt von 15°,, der dem natiirlichen Wasser- 
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Tabelle I. Asche-, Fett- und Thiamingehalt verschiedener Ve, 
mahlungsprodukte des Weizens. 





Bezogen Bezogen g 
my, 8 Ped rogen auf Substay 
Welaen Saale aut Trocke nsubstanz mh mit 15%), Wasser 
und Vermahlungsprodukt Asche Fett Thiamin Thiamin 


%6 %lo 7/8 re 


Weizen (Schrot) 1,86 1,81 deo 
Mehl Nr. 1 . 0,50 1,6 
é 0,60 1,23 2,3 
0,67 1,35 3,0 
0,80 5 3,7 
1,00 : 4,8 
1,20 6,6 
1,40 2,35 8,0 
1,60 2,2! 6,5 
1,80 3,07 11.6 
2,00 3,57 14,1 12,0 
2,30 3: 19,1 16,2 
4,25 se 23,1 19,6 
6,95 15,8 13,4 
4,60 65 33,6 28,6 


gehalt des Weizens sowie der Vermahlungsprodukte meistens nahe 
kommt, bezogen worden. 
Beim Betrachten der Ergebnisse wird die Aufmerksamkeit be. 
sonders auf zwei Umstande gelenkt. Erstens steigt der Thiamingehalt 
ot 
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wh 





Asche 


Abb. 1. Asche-, Thiamin- und Fettgehalt von Weizenmehlen. 
o—o—o—Thiamingehalt. —+—+-+-+—Fettgehalt. 


des Weizenmehls parallel mit dem Aschegehalt sehr regelmaBig, nicht 
aber in vollig linearem Verhaltnis, sondern ein wenig rascher. Diese 
RegelmaBigkeit tritt besonders deutlich in Abb. 1 zutage, in welcher 
die Mehle von 0,50 bis 2,30°, Aschegehalt dargestellt sind. 

Die Thiaminkurve der Abb. 1 kénnte sich als Hilfsmittel bei det 
Beurteilung des Vitamin B,-Gehalts eines unbekannten Weizenmelils 
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verwenden lassen, dessen Aschegehalt man kennt. Die hier dargestellte 
Kurve macht indessen keinen Anspruch auf Allgemeingiiltigkeit, weil 
sie sich auf ein noch allzu geringes Versuchsmaterial griindet. Bei 
abweichender Vermahlungsweise sowie bei Anwendung anderer von 
den hier gebrauchten erheblich verschiedener Weizenmischungen wiirden 
die Resultate vielleicht einigermaBen anders ausfallen. 

Aus Abb. 1 geht zugleich auch ein zweiter Umstand hervor, der als 
noch merkwiirdiger als der erstere anzusprechen ist, namlich die Be- 
ziehung zwischen Thiamin- und Rohfettgehalt des Mehles. Schon die 


ee 
' 
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Abb. 2. Fett-, Thiamin- und Aschegehalt verschiedener Vermahlungsprodukte des Weizens. 


Form der Kurven in Abb. 1 1la8t darauf schlieBen, daB dieses Ver- 
haltnis ein nahezu lineares ist. Noch deutlicher wird die Erscheinung 
heim Betrachten der Abb. 2, wo neben Mehl auch andere Vermahlungs- 
produkte, wie ein sogenanntes Futtermehl, Kleie, ferner ein reichlich 
Embryonen enthaltendes Konzentrat sowie schlieBlich Vollkornschrot 
ifgefiihrt sind. Bei diesen samtlichen Produkten kommen die Thiamin- 
werte der geraden Linie erstaunlich nahe. Abb. 2 zeigt auBerdem, dai 
die entsprechenden Aschewerte, wenn man von den eigentlichen Mehlen 
1,50 bis 2,30°.) absieht, bei weitem nicht eine so enge Beziehung zu 
den Fett- bzw. Thiaminwerten aufweisen. 

Die aus Abb. 2 ersichtliche Beziehung zwischen Rohfett- und Thiamin- 
vehalt 14Bt sich naherungsweise durch folgende Forme! ausdriicken: 

B= 5F —4, 

inwelcher B den Thiaminchloridgehalt y g und F den Rohfettgehalt g 100 g 
hedeutet. 

Das oben erérterte feste Verhaltnis zwischen Rohfett- und Thiamin- 
cehalt mutet einigermaBen iiberraschend an, wenn man beriicksichtigt, 


da8 das Thiamin ja nicht zu den fettléslichen Vitaminen gehért, sondern 
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ein wasserlésliches Vitamin ist. Es ware auch durchaus natiirlich 9))7), 
nehmen, daf hier gar nicht die Léslichkeitsverhaltnisse ausschlagge hen 
sind. Ohne diese Frage eingehender zu verfolgen, kénnte die Annalyme 
geauBert werden, daf das Thiamin in irgendeiner Entwicklungsphas 
des Weizenkorns an irgendeinen atherléslichen Stoff chemisch gebunden 
auftritt. Dabei fallt die Aufmerksamkeit natiirlich zu allernachst ay; 
die Phosphatide. 


Quantitative Verteilung des Thiamins im Weizenkorn. 


Ein Blick auf Tabelle I zeigt, daB das Korninnere relativ arm an 
Thiamin ist. Am reichlichsten findet es sich im Embryo: wegen dessen 
geringer GréBe belauft sich dieser Anteil indessen nur auf einen kleinen 
Bruchteil von der Gesamtmenge des Thiamins im Korn. So berechnen 
Schultz, Atkin und Frey (1), daB von derselben nur 5% auf den Embryo 
entfallen. Der Umstand wiederum, da sich in unseren Versuchen das 
Futtermehl vitaminreicher als die Kleie erwies, spricht stark dafii 
daB die gréBte Thiaminkonzentration (nach derjenigen des Embryos 
iiberhaupt nicht in der Schale — wenn auch in angrenzenden Teilen 
zu finden sei. Sicher ist jedenfalls, daB die auBersten Schalenschichte: 
des Weizenkorns relativ aneurinarm sind. Dies konnte durch fo!genden 
Versuch nachgewiesen werden. 

Von ungewaschenen Weizenkoérnern  (Timantti-Sommerweizen 
wurde ein Teil der obersten Schalenschichten durch halbstiindige Be- 


handlung der Kérner in einem automatischen Laboratoriumsplansichter 


(Drahtsieb Nr. 16) entfernt. Der Aschegehalt des so erhaltenen Pro. 
duktes betrug (unter Abrechnung des Sandes) 4,2°,. Die Thiamin. 
bestimmung ergab 5,5 y/g, was nur !/, des Thiamingehalts der in der 
groBen Miihle erhaltenen Kleie entspricht (s. Tabelle 1) und deutlich 
weniger als die durchschnittliche Konzentration im gesamten Korn ist 
Dies beweist unsere obige Behauptung, um so mehr als bei der obigen 
Siebbehandlung neben den Schalenteilen wahrscheinlich auch Teile des 
thiaminreichen Embryos vom Korn getrennt wurden. 


Auf Grund des zuletzt erérterten Versuchs ware zu erwarten, dali 
der Vitamin B,-Gehalt des Weizens beim Waschen in der Miihle nicht 
nennenswert herabgesetzt wiirde, weil ja dieser Vorgang von so kurze! 
Dauer ist, daB sich die extrahierende Wirkung des Waschwassers woli! 
kaum tiefer als bis in die oberflachlichen Schalenschichten des Korns 
hinein erstrecken diirfte. Da es sich in der Tat so verhalt, wurde noch 
durch einen besonderen Versuch bestatigt, in welehem der Thiamin 
gehalt des Weizens sowohl vor als nach dem Waschen bestimmt wurd 
Das Waschen erfolgte im Laboratorium, und zwar zumindest ebenso 
griindlich, wie es gew6hnlich von der Waschmaschine der groBen Mil’: 
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besorgt wird. Als Thiamingehalt des ungewaschenen Korns ergab sich 


7,20 y/g und als derjenige des gewaschenen 7,13 yg, auf die Trocken- 


substanz bezogen. Die durch das Waschen bewirkte Verminderung ist 
also so gering, daB sie — wenn man noch die eventuellen Versuchsfehler 
beriicksichtigt — nicht einmal mit voller Sichetheit nachweisbar ist. 

Die Verteilung des Thiamins im Weizenkorn findet eine weitere 
Klarung auch durch folgenden Versuch. Der gleiche Timantti-Weizen 
wie vorher wurde Korn fiir Korn mit dem Messer nahe beim Embryo 
so durchgeschnitten, daB auf den den Embryo enthaltenden Teil des 
Korns 29 Gew.-°, 
Versuch umfaBte einige hundert Koérner. Als entsprechende Thiamin- 
konzentrationen ergaben sich 13,9 und 4,3 yg; mehr als die Halfte der 
gesamten Thiaminmenge war also in dem den Embryo enthaltenden 
Teil des Korns enthalten. 


und auf den iibrigen 71 Gew.-°, entfielen. Der 


Zusammenfassung. 


Aus den vorstehend geschilderten Versuchen ergibt sich, dab 
die geringsten Thiaminkonzentrationen im aschearmen Kernteil sowie 
in den aéuBersten Schalenschichten des Weizenkorns zu finden sind. 
Der Thiamingehalt nimmt in der Richtung zum Embryo zu und ist 
daselbst am gréBten. Im allgemeinen liegt der Thiamingehalt in 
denjenigen Teilen des Korns am héchsten, die auch den gréBten Fett- 
gehalt aufweisen. Das Verhaltnis zwischen Thiamin- und Rohfett- 
gehalt verlauft bei den verschiedenen Vermahlungsprodukten des 
Weizens annahernd linear und l|aBt sich durch eine einfache Gleichung 
ausdriicken, Auch im gegenseitigen Verhaltnis des Thiamin- und 
Aschegehalts kann eine RegelmaBigkeit festgestellt werden, doch be- 
schrankt sich diese lediglich auf die eigentlichen Mehlfraktionen, 
wihrend z. B. der Thiamingehalt der Kornschale kleiner ist als ihr 
Aschegehalt erwarten lie. 
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Zur Zuckerbestimmung mittels a-Naphthol. 
Von K. Yamafuji, T. Yoshida und T. Fukuura. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker. 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 10, Marz 1941.) 


In einer friiheren Arbeit! haben wir iiber eine Mikromethode 71 
Bestimmung der Zucker mit %-Naphthol und Schwefelsdure berichte: 
Dabei wurden Mischungen von Anilinfarbstoffen sowie von Kobalt- 
nitrat und Kupfersulfat als Standardlésungen verwendet. Im Verlaut 
weiterer Untersuchungen hat sich aber gezeigt, da dieser Standar| 
nicht tadellos ist; die Farbstofflésungen entfarben sich allmahlich und 
die Kristalle des Kobaltnitrats sind etwas hygroskopisch. Nach eine 
Anzahl von Versuchen konnten wir eine neue Standardreihe herstellen 
die eine genauere Zuckerbestimmung erméglicht. 

Der neue Standard besteht, wie aus Tabelle I ersichtlich, aus zwei 
Lésungen, die Kobaltchlorid, Kobaltammoniumsulfat, Kupfersulfat 
und Kaliumbichromat in verschiedenen Verhaltnissen enthalten. Bei 
der Farbvergleichung wird die Lésung I in einem Komparator hinter 
die Lésung II gesetzt. Die auf Zucker zu priifende Lésung wird in der 
friiher mitgeteilten Weise mit einer alkoholischen x%-Naphthollésung 
und konzentrierter Schwefelsaure behandelt. Hinter die zuckerhaltige 
Lésung mu stets ein nur Wasser enthaltendes Proberéhrchen gestellt 
werden und es ist notwendig, die Farbvergleichung in einem besonders 
hellen Zimmer auszufiihren. 

Tabelle L. 





Zucker Lésung I Lésung Il 
in der zu g in 10cem Wasser g in 10cem Wasser 
prifenden “Sa 

Ldsung | Cocl, Co 80,4: cuS0o, 


2 K.Cr.0 | Cus0, | Co80,- 
© -6H,0O(NH,).80,-6H,O -5H,O0 “2)°2"7 .5 HO (N Hyg). 80,-6HLO 


o 


0,0150 4,5 0 0 0 0,50 0 

0.0100 4,0 0 0 0 0,50 0 

0,0080 3,0 0 0 0 0,75 0 

0,0060 2.0 0 0 0 1,00 0 

0,0050 0 1,90 0) 0,0005 0,75 1,400 

0,0040 30 1,90 0 0,0005. 0 0 

0,0030 = 0 1,20 0,500 0 0 0.0005 
0,0020 0 0,60 0,500 0 0 0 0,0005 
0,0015 0 0,40 0,300 0 0 0.0005 
0,0010 0 0,30 0,250 0 0 0,0005 
0,0005 0 0,20 0,100 0 0 0,0005 
0,0002 0 0,10 0,050 0 0,025 0,001 
0,0001 , 0 0,05 0,025 0 0,025 0,001 
0 0 0 0 0 0,025 0,001 


' K. Yamafuji u. T. Yoshida, diese Zeitschr. 301, 61, 1939. 
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Bemerkung zu der Arbeit ..Uber die reversible 
Umwandlung von Myoglobin in Cytochrom 
von Eduard Bechtold und Karl Pfeilsticker’. 
Von 
Hans Fischer und Heinz Gibian. 
(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen. ) 


(Eingegangen am 13. Mérz 1941.) 


Seit langerer Zeit sind wir damit beschaftigt, mit Hilfe von Pyridin- 
Hydrazinhydrat in Pyrrolfarbstoffen mit Vinylgruppe diese zum Athy!- 
rest zu reduzieren, um praparativ die entsprechenden Mesoverbindungen, 
7.B. Mesohamin aus Hamin oder Meso-chlorin eg, aus Chlorin eg zu 
vewinnen, Spektroskopisch ist der Ubergang der Vinylgruppe in den 
\thylrest leicht zu konstatieren, weil in diesem Falle regelmabBig eine 
Blauverschiebung des Spektrums um etwa 10 my, erfolgt. 

Auch bei Zusatz von Pyridin-Hydrazinhydrat zu Rinderblut 
erfolgt dieselbe spektroskopische Verschiebung, offensichtlich geht auch 
im Hamoglobin die Vinylgruppe des Protohamochromogens in den 
\thylrest iiber; diese Tatsache diirfte wohl die Erklarung fiir die von 
den obengenannten Autoren (l.c. 8. 202) mitgeteilten Beobachtungen 


ergeben, daB Myochromogenlésungen bei mehrtigigem Stehen mit 
Pyridin-Hydrazinhydrat eine Blauverschiebung des Spektrums um 
etwa 10 my, aufweisen. 


Uber unsere Untersuchungen wird demnachst an anderer Stelle 
ausfiihrlich berichtet werden. 


! Diese Zeitschr. 307, 194, 1941. 
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ber die Mangan- und Kobaltaktivierung 
der Dipeptidasen. 
I. Mitteilung: Zur Kenntnis der Peptidasen. 
Von 
Eugen Bamann und Otto Schimke. 
(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Instituts «i 
Universitat Tiibingen.) 


(Eingegangen am 31, Marz 1941.) 


Unsere Untersuchung tiber die Metallsalz-, insbesondere die Mayne. 
sium-, Mangan- und Kobalt-Aktivierung der Dipeptidasen greift ein 
Gebiet auf, das weit tiber seinen speziellen Rahmen hinausreicht. Dabe; 
lassen wir uns von Erfahrungen leiten, die sich in den letzten Jahren 
bei der Erforschung der Amylasen, des Trypsins, der Lipasen und 
Phosphatasen darboten, Das Studium von Aktivierungserscheinungen 
hat hier die Bedeutung des Enzymzustandes [Verschiedenheit im Aufbau 
bzw. in der Zusammensetzung der Symplexe oder (bei méglicher Disso- 
ziation des Holoenzyms) der Apoenzyme| erkennen lassen, und gleich 
zeitig ist hier zum erstenmal in Form der zahlreichen isodynamen 
Einzelindividuen die Vielgestaltigkeit eines ,,Enzyms‘** und die A/- 
wandlung feiner wnd feinster Spezifitdtsverhdltnisse in diesen [sod ynamen 
deutlich zutage getreten !. 

Im Falle der Peptidasen betritt man in bezug auf Metallsalzakti- 
vierungen heute kein Neuland mehr; in die Literatur sind eine Reihe von 
Arbeiten eingegangen, die diesem Thema gewidmet sind 2. Dazu kommen 
noch Beobachtungen iiber den Einflu8 anderer Substanzen und. ins. 
besondere iiber die gelegentlich sehr bedeutsame Rolle von Anionen * 
Wahrend nun auf dem Gebiete anderer Enzyme, z. B. der Lipasen und 
Phosphatasen, eine verhaltnismaBig einheitliche Auffassung iiber 


1 Siehe E. Bamann u. W. Salzer in: Ergebnisse der Enzymforschung ¢. 
28, 1938; FE. Bamann in: Die Methoden der Fermentforschung, 8. 1410, 
Leipzig 1940. — ? M.J. Johnson, G.H. Johnson u. W. H. Peterson, J. 0 
biol. Chem. 116, 515, 1936; H. Holter, F. BE. Lehmann- Bern u. K. Linde: 
strom-Lang, Zeitschr. f. physiol. Chem. 250, 237, 1937; J. Berger, M./ 
Johnson u. W.H. Peterson, J. Bact. 36, 521, 1938; W. Kocholaty, L. Smit! 
u. L. Weil, Biochem. J. 82, 1691, 1938; J. Berger u. M.J. Johnson, 3}. 01 
biol. Chem. 180, 641, 655, 1939; 2. Maschmann, Naturwiss. 28, 765, 75", 
1940. 3 W.Grassmann, Angew. Chem. 50, 913, 1937; W. Grassmcany, 
W. Volmer u. V. Windbichler, diese Zeitschr. 298, 8, 1938; F. Schneider u 
E. Graef, ebenda 307, 249, 1941; F. Schneider, ebenda 397, 414, 194! 
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\ufbau und Spezifitatsverhaltnisse erzielt wurde, sieht man das vor 
Jahren voriibergehend zur Ruhe gekommene Gebiet der Peptidasen 
yunmehr wieder lebhaft in FluB geraten. So sind beispielsweise die 


enzen der Spezifitat beim Teilgebiet der Dipeptidasen ins Wanken 
vkommen 2, Und das Problem des Aufbaues dieser Enzyme ist in 


yeuerer Zeit des 6fteren zum Gegenstand des Experiments oder der 
iskussion geworden3. Beim Versuch der Klarung dieser grundlegenden 
Fragen sind u. a. Aktivierungsversuche bereits herangezogen worden. 
\an darf erwarten, daB eingehendere Untersuchungen in dieser Richtung 
sine Weitere Forderung der schwebenden Fragen bringen werden. 

In dieser ersten Mitteilung kniipfen wir unmittelbar an die von 
£. Maschmann4 kiirzlich mitgeteilte Beobachtung an, daB die Wirksam- 
yeit von Peptidasen (insbesondere von Dipeptidase) aus Blutseren in 
jnwesenheit geringer Mengen von Magnesium-, Mangan- und gelegent- 
ch von Kobaltsalzen eine betrdchtlich erhéhte ist. Wir haben nun zu- 
uichst gepriift, ob diese Metallsalz-Aktivierung auf Serwm-Dipeptidase 
eschrankt ist oder ob sie sich auch bei tierischen Peptidasen anderer 
Herkunft findet. Das letztere ist in der Tat der Fall. Am universellsten 
ind gréBten ist dabei die Wirksamkeitssteigerung durch Mangan-lonen. 
Es findet sich damit bei unseren urspriinglichen, d. h. durch kiinstliche 
Fraktionierungs- und Reinigungsoperationen noch nicht betroffenen 
tierischen Enzympraparaten und bei einem ausgedehnten Unter- 
suichungsmaterial ein wesentliches Ergebnis der sehr beachtenswerten 
‘ntersuchung von J. Berger und M. J. Johnson ® wieder, wonach sich 
raparate des in der Literatur als ,,Leucylpeptidase’ beschriebenen 
fnzyms am starksten durch Mangansalze aktivieren lassen. 

Fir diese ,,Leucylpeptidasen** ergibt sich nach den auBberst inter- 
asanten Befunden aus dem Laboratorium W. Grassmanns, welche die 
Komponierung einer Dipeptidase aus enzymatisch einheitlicher Amino- 
wlypeptidase + Hefekochsaft bzw. aus Aminopolypeptidase + Halo- 
enionen betreffen, die Notwendigkeit, ,,das Vorkommen dieser Enzyme 


! Siehe E. Bamann u. M. Meisenheimer in: Die Methoden der Ferment- 


iorschung, 8. 1620ff. Leipzig 1940. 2 K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. 
{ physiol. Chem. 182, 151, 1929; 188, 48, 1929; C. r. Lab. Carlsberg 19, 1, 
1931; M. J. Johnson, G. H. Johnson u. W. H. Peterson, J. of biol. Chem. 116, 
515, 1986; H. Holter, F. FE. Lehmann- Bern u. K. Linderstrom-Lang, Zeitschr. 
{, physiol. Chem. 250, 237, 1937; C. r. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 21, 259, 
1937; J. Berger u. M. J. Johnson, J. of biol. Chem. 130, 641, 655, 1939; siehe 
dazu bes.: F'. Schneider u. E.Graef, diese Zeitschr. 807, 249, 1941. — 
'W.Grassmann, Angew. Chem. 50, 913, 1937; W.Grassmann, W. Volmer 
u. V. Windbichler, diese Zeitschr. 298, 8, 1938; EF. Maschmann, Naturwiss. 
26, 791, 1938; 27, 276, 1939; diese Zeitschr. 300, 89, 1939; 302, 332, 1939; 
P. Schneider u. E. Graef, ebenda 307, 249, 1941. 4 Naturwiss. 28, 765, 
180, 1940. — ® J. of biol. Chem. 180, 641, 655, 1939. 
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unter Beriicksichtigung der neugewonnenen Erkenntnisse zu {ihe 
priifen® 1, Dessen ungeachtet scheint uns aber jener Befund von Li ji: 
strom-Lang, der zu der Pragung der Bezeichnung ,,Leucylpeptidase 
fiihrte, im Grundsatzlichen gestiitzt. Und wir werfen hier die Frage j\;{ 
ob bei den Peptidasen nicht ahnliche Verhaltnisse vorliegen, wie ma; 
sie bei den Amylasen, Esterasen und einer Anzahl proteolytische: 
Enzyme (Pepsin, Trypsin) kennt. Sollte nicht auch hier eine Meh ;za)| 
isodynamer Enzymindividuen existieren, die sich uns durch feinere 
Unterschiede in der Substratspezifitat, durch verschiedenes Verhalten 
gegentiber Zusatzstoffen, durch unterschiedliche Stabilitat gegeniiber 
H- oder OH-Ionen sowie Warme, durch Abweichungen im py-Wirkungs. 
optimum u. a. bemerkbar machen? In diesem Sinne ist wohl auch 
die Bemerkung von EF. Maschmann2 im Falle der Serumpeptidasen 
zu verstehen, die ,,Dipeptidase’* bzw. ,,Aminopolypeptidase*: seijen 
nicht als einheitliche Enzyme, sondern als Gemische, und zwar von 
Serum zu Serum verschieden zusammengesetzte Gemische mehyev 
substratspezifischer Enzyme aufzufassen. Es erscheint daher wah 
scheinlich, da mit Hilfe der angefiihrten Unterscheidungsmerkmale 
der Peptidase I und Peptidase Ll (= ,,Leucylpeptidase’) von Linder- 
strom-Lang sich weitere Isodyname beigesellen lassen. 


Dementsprechend deuten wir unsere Beobachtung bei einigen | 
Peptidasepraiparaten pflanzlicher Herkunft, bei denen merkwiirdiger 
weise die Aktivierbarkeit der Leucylglycylspaltung durch Mn° und Co 
fehit, dahin, dafS das in tierischen Peptidasepraparaten vorkommende 
Isodyname diesen Enzymvorkommnissen fehlt oder bei der Darstellung 
der Enzympraparate nicht erhalten wird. 

Was das Wesen der Wirksamkeitssteigerung durch Metallionen 
betrifft, so kann in Hinblick auf die Allgemeinheit der Erscheinung 
(Ausdehnung weit iiber die Peptidasen von Blutseren hinaus) und die 
Analogie bei anderen Enzymklassen die von Maschmann? (im Falle 
der Serum-Peptidasen) kiirzlich in den Vordergrund geriickte Annahme, 
es handle sich dabei um ,,Enthemmungserscheinungen“, nach unserer | 
Meinung nicht geniigend befriedigen. Vielmehr diirfte der Effekt durch 
eine Reaktion der Zusatzstoffe mit dem Hnzym, d.h. den einzelnen 
isodynamen Enzymindividuen (vielleicht unter Mitbeteiligung des 
Substrats), hervorgerufen werden. Die in Erscheinung tretende hohere 
Umsetzungsgeschwindigkeit riihrt von der erhéhten Zerfallsgeschwindig- 
keit des Enzym-Metall-Substrat-Zwischenproduktes her. Anzeichen 
fiir eine wesentliche Anderung (Verminderung) der hohen Affinitat in 
den neuen Systemen liegen nicht vor ; der Typus der zeitlichen Reakt ions 
verliufe ist jedenfalls nicht oder zumindest nicht merklich verandert 


1 F. Schneider u. E. Graef, diese Zeitschr. 807, 249, 1941. — * Nat 
wiss. 28, 780, 1940. 
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Mangan- und Kobaltaktivierung der Dipeptidasen. 


Hierin unterscheiden sich demnach unsere Mangan- bzw. Kobalt- 


Dipeptidase-Systeme von der komponierten (nicht-hochaffinen) Dipepti- 


dase Grassmanns. 
A. Versuchsergebnisse. 
|. KinflugB einiger Metallsalze auf die Wirksamkeit von Dipeptidasen 
tierischer Herkun ft. 
1. Organ-Dipeptidasen. 

Als Beispiele tierischer Organ-Peptidasen sind untersucht die 
Dipeptidase aus Leber, Milz, Niere, Bauchspeicheldriise und Darm- 
vhleimhaut vom Schwein, sowie aus Leber und Darmschleimhaut vom 
Schaf. Der Einflu8 von Mn’, Co” und Mg’ auf die Wirksamkeit des 
Enzyms ist aus den in Tabelle L wiedergegebenen Versuchen ersichtlich : 
Danach wirkt sich Co -Zusatz fast durchgehend in einer sehr geringen 
Hemmung aus; Mn-lonen dagegen erhéhen die Wirksamkeit, und zwar 
inden Grenzen von rund 50 bis 200°,. Diese Beobachtungen gelten 
fir eine Metallsalzkonzentration entsprechend 0,001-molarer Lésungen, 
Der Einflu8 von Mg-Ionen bleibt selbst in 10fach héherer Konzen- 
tration — hinter dem des Mangan betrachtlich zuriick: eine Wirksam- 
keitssteigerung fehlt entweder ganz oder erreicht nur gegen 50°,. 


2. Blutserum-Dipeptidase. 

Vergleicht man mit diesen Befunden an Organ-Dipeptidase das 
Verhalten der Serum-Dipeptidase, so sind jedenfalls beim Schweine-, 
Schaf-, und Rinder-Serum zunachst die zwei Feststellungen zu 
treffen, daB neben Mn- und Mg- auch Co-Ionen wirksamkeitserhéhend 
sind und daB die eintretenden Steigerungen betrachtlich gr6Ber sind als 
im Falle der Organ-Enzyme. Der Substratumsatz ist ein 3- bis 10fach 
héherer, gelegentlich erreicht er das 15fache des Versuchs ohne Zusatz. 
AuBer diesen Feststellungen gestatten die Beispiele der Tabelle IL einen 
Vergleich des Einflusses einer Reihe weiterer Metallionen auf die Wirk- 
amkeit der Serumdipeptidase: Dieser bleibt hinter dem der Mn-, Co- 
und Mg-Ionen bedeutend zuriick und verdient (im Rahmen unserer 
Untersuchung) keine besondere Auswertung. Beachtenswert ist jedoch 
der groBe EinfluB des Co-Salzes im Falle der Dipeptidase des Schaf- 
Serums; er erreicht oder iibertrifft sogar den des Mn-Salzes, waihrend 
er beim Enzym aus Schweine- und Rinder-Serum hinter dem des Mangan- 
salzes zuriickbleibt. In dieser Beobachtung darf man aber keinesfalls 
eine allgemeine und spezifische Erscheinung fiir Scha/-Dipeptidase 
sehen; denn abgesehen von den Schwankungen innerhalb der Seren 
verschiedener Individuen zeigen nach den Versuchen der Tabelle I 
baw. V die Organ- und Leukocyten-Peptidasen des Schafs ein ganz 
anderes Verhalten: Sie erfahren eine starkere Wirksamkeitserhéhung 
durch Mangan-Ionen. 

Biochemische Zeitschrift Band 308. 10 
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E. Bamann u. O. Schimke: 


In Anbetracht der gegenwartig aktuellen Untersuchungen iibe: 
Vorkommen und die Bedeutung der d-Peptidasen! ist die Kenntnis 
vom Aktivierungsverhalten menschlicher Peptidasen, insbesondere ({e1 
Blutserum-Peptidasen von Carcinom-Tragern, sehr erwiinscht.  1.i{}; 
sich die Wirkung der Dipeptidase ahnlich wie im Falle der bisher unter 
suchten Tiere durch Mn- oder Co-Ionen betrachtlich erhéhen ¢ Beoh. 
achtet man eine Steigerung vielleicht auch bei der Spaltung der Rechits. 
komponente des racemischen Substrats bzw. der reinen , unnatiirlichen: 
Peptide ? Dadurch wiirde der Nachweis der d-Peptidasen erleichtert 
werden. 

Nach unseren bisherigen Ergebnissen, von denen einige in Tabelle [1] 
zusammengestellt sind, ist menschliche Blutserum-Dipeptidase gegen 
iiber Leucylglycin nicht besonders wirksam2 und was ihre Aktivierbar 
keit durch Mangan betrifft, so halt sich diese bei Carcinomseren in 
bescheidenen Grenzen; sie betragt nur etwa 100°. So kommt es, dali 
selbst in Anwesenheit von Mn-lonen und in langen und sehr langen Versuchs- 
zeiten die 50° ige Spaltung nicht iiberschritten, kaum erreicht wird 
Das Verhalten von Mn’ gegeniiber d-Peptidasen wird man daher 
zweckmabig unter Anwendung ,,unnatiirlicher** Substrate priifen. 


Tabelle HI. Spaltung von Leucylglycin durch menschliche Blut 
seren in An- und Abwesenheit von Mn” und Co’. 


(Versuchsansatz wie in Tabelle I.) 





Aciditétszuwachs (cem n/20-Lauge) in 1 c 





Serum Versuchs- . : : 
Nr. (Menge pro 10 ccem- dauer MEAG _Untersuchungsprobe 
Ansats) Std. ohne Zusatz) Mn™ ('/;999 mol.) Co” ( 
9 0,07 0,06 
eo ke 36 0,15 0,26 0,15 
1 Carcinomserum 1 ne mh wee 
T G6 0,35 0,38 
(1,6 ccm) | 216 0,77 0,64 0,83 
271 0,93 0,78 0,87 
9 Chistian 2 | 12 0,06 0,20 
2 a ms = 2 35 0.24 0,40 
orem) ||) 180 0,68 0,92 
3 Carcinomserum 4 |{ 48 0,22 0,36 
(2,0 eem) | 162 0,70 0,88 
4 Carcinomserum 5 | 48 0,34 0,56 
(2,0 eem) | 162 0,96 0,84 


3. Leukocyten-Dipeptidase. 
Auch die Dipeptidase der jarblosen Blutkérperchen (vom Schat 
Schwein und Rind) ist einer Wirksamkeitssteigerung durch das Mangav 


' EB, Waldschmidt-Leitz u. K. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 262, 
IV, 1939; ferner z. B. H. Bayerle u. G. Borger, diese Zeitschr. 807, 159, 1941; 
H. Bayerle, G. Borger u. F. H, Podloucky ebenda 307, 341, 1941. — * \: 
W. Grassmann u. W. Heyde, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 69, 1930. 
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lon zuganglich. Unter den gewahlten Bedingungen betragt diese im 
Bereich der Anfangsspaltung mehrere hundert Prozent. Co-Lonen sind 

wenn man das Ergebnis einer Versuchsreihe verallgemeinern darf — 
ohne merkliche Wirkung, bei Schaf-Leukocyten im Gegensatz zum 
Serum dieser Tierart (Tabelle IL). Die Spaltung des Dipeptids macht 
in Versuchen mit und ohne Mn-Zusatz bei 50° iger Aufspaltung Halt. 
Unsere Ergebnisse sind in vier Versuchsreihen in Tabelle [V zusammen- 
vestellt. 


Tabelle IV. Wirksamkeit der Dipeptidase aus Leukocyten ohne 
und mit Zusatz von Mangan- und Kobaltsalzen. 


(Versuchsansatz wie in Tabelle I.) 





var ati Aciditaétszuwachs (ecm n/20-Lauge) in 1 ecm 
Herkunft der Dipeptidase Versuchs- 





Nr cet ey ye Mae Se: Untersuchungsprobe = ; 
Std. ohne Zusatz Mn“ ('/;999 mol.) Co (4/999 mol.) 
1 0,03 0,12 0,06 
ee. aes 2 0,09 0,35 0,11 
De + _— > 
(Autolysat der : s 7 ne 
Leukocyten aus ie ge ” ae 
180 cem Blut) 23 03 1,09 0,84 
47 1,06 1,10 1,06 
2  Leukocyten vom . 0,08 ee Re 
‘ a y 14 0,57 0,98 
Schaf Nr. 3 pa 
39 0,97 1,00 
(Autolysat der yale ‘ 
, 111 0,96 1,00 -_ 
Leukocyten aus , re 
240 ccm Blut) 18! 0,98 1,00 ag 
™ 304 1,00 1,02 = 
3 Leukocyten vom e os 054 . 
‘eprint Tey 14 0,32 1,06 ~ 
Schwein Nr. 9 39 0.68 100 
(Autolysat der 110 087 =n 
Leukocyten aus Se ; . 
200 cem Blut) 188 1,04 1,06 
™ 303 ~ 1,00 
4 Leukocyten vom 3 0,01 0,04 
Rind Nr. 2 18 0,05 0,23 
(Autolysat der 91 0,28 0,48 
Leukocyten aus | 168 ~ 0,76 — 
170 cem Blut) 283 _ 0,96 - 


4. Dipeptidase in der Riickenmarkfliissigkeit, im Speichel 
und im Harn. 

Das bisher gewonnene Bild iiber den wirksamkeitserhéhenden 
Einflu8 des Mn’ wird durch die Untersuchung dreier weniger bedeut- 
samer Dipeptidase-Vorkommnisse, des Liquor cerebrospinalis, des 
Speichels und des Harns (des Menschen) bestatigt (Tabelle V). Im Falle 
des Harns und besonders der Riickenmarkfliissigkeit fanden wir jedoch 
nur einzelne unter zahlreichen Untersuchungsproben dipeptidatisch 
wirksam. 
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Tabelle V. Dipeptidatische Wirkung von Liquor cerebrospi: 
Speichel und Harn (des Menschen) ohne und mit Zusaty 
Mangansalz. 


(Versuchsansatz wie in Tabelle I.) 





a, 


Aciditatszuwachs (cem n/20-] 


Nr Herkunft der Dipeptidase — in lecm Untersuchungsprobe 
= (Menge pro 10cem,Ansatz) soil 
Std. ohne Zusatz Mn” (1) 
1 Liquor cerebrospinalis (4 ccm) 120 0,20 0,70 
2 er { 24 0,60 0.74 
Speichel (4com) .......... 2) 0,74 0,92 
3 | 279 0,08 0,26 
Harn (400m). 2.0. 6...05. 49 014 0,28 


Il, Dipeptidasen pflanzlicher Herkunft und Metallsalzeinflu. 


Zur Priifung auf den Einflu8 von Mangan- und Kobaltsalzey 
wahlten wir die gut untersuchte Dipeptidase der Hefe sowie das Enzyn 
aus Aspergillus oryzae. Nach den in Tabelle VI wiedergegebenen 
Befunden tritt in keiner Versuchsserie eine Erhéhung der Wirksamkeit 
auf; vielmehr beobachtet man iiberwiegend Hemmung des Umsatzes 
auf etwa die Halfte. Dipeptidase aus Hefe und Aspergillus oryza 
verhalt sich also unter gleichen Versuchsbedingungen anders als alk 
bisher untersuchten tierischen Dipeptidasen. 


Tabelle VI. Einflu8 von Mn” und Co’ auf Dipeptidase pflanzliche: 
Herkunft. 


(Versuchsansatz wie in Tabelle 1.) 





Ver- Aciditétszuwachs (cem n/20-Lauge) in 1 
N Herkunft der Dipeptidase suchs- Untersuchungsprobe 
a (Menge pro 10 ccm-Ansatz) dauer —————— 


Std. ohne Zusatz Mn" ('/;999 mol.) Co” (1, 


Backereihefe 1: 





1 Autolysat I (2ccm) { Mg 0,41 0,42 = 
ll 3%, 0,60 0,66 
2 Autolysat II = Auto- | vA 0,13 0,07 
lysat_ aus dem Riick- , 0.31 0.16 
stand von Autolysat I | 3 js oka 
(i ccm) 1 0,80 | 0,65 


Backereihefe 2: 








3 Dialysiertes Autoly - | 1 0,10 0,06 0.06 
sat (2ccm, entspre- | 4 0,94 0,50 0.61 
|| ¢chend 1lcem_ nicht- ‘ “i é r 
| dialys. Autolysats) 119 1,02 1,18 1,0: 
|| Aspergillus oryzae: 
4 || Taka-Diastase, Pra- 2 0,14 0,07 
parat Nr. 68 709, 5 0,31 0,23 
), le 4. 
Parke, Davis u. Co. 18 0,70 0,27 


London (0,08 g) 
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Ob fiir ein qualitativ und quantitativ verschiedenartiges Verhalten 
vines Enzymsymplexes dem Metallion gegeniiber neben anderen Faktoren 
der jeweilige Enzymzustand ausschlaggebend ist, wie wir das z. B. fiir 
Enzyme aus der Gruppe der Phosphatasen festgestellt haben}, ist 
noch zu untersuchen. 


B. Zur Ausfiihrung der Versuche. 
1. Versuchsansatz. 

Der Versuchsansatz betragt 10 cem (gelegentlich nur die Halfte); 
im 10cem-Ansatz befinden sich 0,188 g Leucylglycin (= 5 ccm einer 
Stammldésung, die in 100 cem 3,76 g Dipeptid und 6 ccm n/1 Kalilauge 
enthalt; py der Lésung = 7,8). In der Untersuchungsprobe von 1,0 cem 
zeigt bei Anwendung des Titrationsverfahrens von R. Willstdtter und 
E. Waldschmidt- Leitz 1,00 cem n/20 alkoholischer Lauge den Endpunkt 
der Spaltung durch 1-Dipeptidase, das sind 50°, an. Dem Ansatz 
sind 1 Tropfen Chloroform und 5 Tropfen Toluol zugefiigt. (Sind 
Chloroform und Toluol in lang dauernden Versuchen verdunstet, so 


tritt wovon wir uns bei Versuchen mit Seren und Leukocyten- 
Autolysaten iiberzeugt haben — nach Ablauf einer bestimmten Zeit 


mit einem Male wieder eine Aciditétszunahme ein.) 


In den Versuchen mit Metallsalzzusatz sind die Chloride in einer Kon- 
zentration entsprechend einer 0,001- bzw. 0,01-molaren Lésung vor- 
janden; im Vorausgehenden weist jeder einzelne Versuch die betreffende 
Konzentration aus. 

2. Enzymmaterial. 

Organausziige. Fir die Herstellung der Enzymlésungen dienten 
vhlachtfrische Organe; nach dem Zerkleinern in der Fleischhack- 
maschine bzw. dem Abkratzen der Schleimhaut aus dem Diinndarm 
wurde mit Wasser oder 86° igem Glycerin extrahiert. Die Glycerin- 
extrakte verdiinnten wir vor ihrer Anwendung auf das 6fache mit 
Wasser, sodaB wie im Falle der wisserigen Ausziige ein Verhaltnis 
| Teil Frischorgan : 30 Teilen Fliissigkeit resultierte. Die Ausziige 
wurden scharf zentrifugiert. 

Leukocyten und Leukocyten-Autolysate. Die Gewinnung der farb- 
osen Blutkérperchen erfolgte aus defibriniertem Blut durch frak- 
tionierte Zellauflésung nach P. Szildrd?, in Anlehnung an die Durch- 
fihrung von R. Willstatter, E. Bamann und M. Rohdewald3. Zur Unter- 


x 


suchung der Dipeptidase dienten Essigester-Toluol-Autolysate nach 


: ' EB. Bamann u. W. Salzer, Ber. Deutsch. Chem. Ges. 70, 1263, 1937; 
E. Bamann u. H. Gall, diese Zeitschr. 293, 1, 1937. — 2 Pfliigers Arch. 211, 
597, 1925. — *® Zeitschr. f. physiol. Chem. 185, 267, 1929. 
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R. Willstdtter, E. Bamann und M. Rohdewald!. Um Reste von Essivgester 
aus dem fertigen Autolysat zu entfernen, wurde dasselbe mit etwa 
10 ccm Toluol ausgeschiittelt. 

Blutseren und Proben von Riickenmarkflissigkeit verdanken wir 
dem freundlichen Entgegenkommen der Direktoren oder Oberiirzte 
einiger Tiibinger Universitatskliniken. 

Speichel. Mischspeichel mehrerer Personen, nicht zentrifugiert, 

Harn. Mischprobe mehrerer Personen, schwach alkalisiert und yom 
Niederschlag_ befreit. 

Hefe-Autolysat. 20g frischer Backereihefe mit 5ccm_ Essigester 
verfliissigt ; Zugabe von Toluol und 30 cem Wasser. Neutralisation mit 
verdiinnter Ammoniaklésung sofort und wahrend der folgenden 
6 Stunden. Gesamtmenge an Wasser und Ammoniaklésung 40 ccm, 
Abtrennen durch scharfes Zentrifugieren. Entziehen etwaigen noch 
vorhandenen Essigesters durch Ausschiitteln mit Toluol. 

Aus dem Heferiickstand wurde wahrend weiterer 15 Stunden ein 
zweites Toluol-Autolysat gewonnen. 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 107, 1930. 


Berichtigung 


zur Arbeit L. Armentano: Die Wirkung verschiedener Ionen auf die 
katalytische Oxydation der Ascorbinsaure!. 

In der Tabelle II auf Seite 272 sind die Spalten zum Teil falsch 

bezeichnet worden. Der vollstandige Kopf der Tabelle muB richtig 


lauten: 
Tabelle II. 





i} 100 mg Ascorbinsiiure in 100cem m/10 





KCl Cacl, | Nal NaHCO, | BaCly_ MgCl, 


oxydierte Ascorbinsiure 





! Biochem. Zeitschr. 307, 270, 1941. 





